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Induktion antiviraler neutralisierender Antikorper beim Menschen und beim Tier 

5 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft immunogene Konstaikte und ein pharmazeutisches Mittel zur Induktion von 
10 humoralen neutralisierenden Immunantworten gegen Virusinfektionen sowie Kits zum Nacliweis 
von Antikorpem und Virusantigenen auf der Basis dieser immunogenen Konstrukte und der 
induzierten Antikorper. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfafiren zur lndul<tion einer 
Antikorperantwort und ein Verfaliren zur passiven Immunisierung eines Organismus unter 
Venwendung neutralisierender Antikorper, die mit den genannten immunogenen Konstrukten 
15 gewonnen wurden und einen Bioassay zum Nachweis der Infektion mit Viren. 

Die Infektion mit dem menschliclien Immundefizienzvirus HIV (human immune deficiency vims) 
und das daraus resultierende erworbene menschliche Immundefizienz Syndrom (AIDS: acquired 
immune deficiency syndrome) hat sich seit seiner Erstbeschreibung in den ftiihen achtziger 

2 0 Jahren des letzten Jahrhunderts zu einer der groBten globalen Virus-Epidemien entwickelt. Allein 
im Jahr 2002 infizierten sich weltweit funf Milllonen Menschen mit HIV, davon 800000 Kinder 
unter 15 Jahren, 3,1 Millionen Menschen starben in Folge der HIV-lnfektion und/oder AIDS. Die 
Anzahl der HlV-lnfizierten belauft sich damit insgesamt auf uber 42 Millionen (1). Insgesamt sind 
heute mehr als 20 Millionen Menschen an HIV/AIDS gestorben. Schatzungen gehen davon aus, 

25 dass ohne effektive GegenmaBnahmen im Jahr 2010 45 Millionen Neuinfektionen zu enn/arten 
sind und im Jahr 2020 etwa 70 Millionen Tote (2). 

Im Stand der Technik sind mehrere Therapien von Viruserkrankungen wie HIV-lnfektionen bzw. 
AIDS bekannt. Beschrieben sind beispielsweise Monotherapien mit Hemmern der Reversen 

30 Transkriptase wie AZT, Kombinationstherapien, insbesondere mit Reverse-Transkriptase- 
inhibitoren und Proteaseninhibitoren wie zum Beispiel AZT und Nevirapin oder die Kombi- 
nationstherapie von antiretroviralen Substanzen mit Immunmodulatoren und anderen Substanzen 
wie zum Beispiel Interferon, Interleukinen und/oder Thymostimulin. Diese Therapien emioglichen 
es, den physiologischen Zustand des HlV-lnfizierten zu stabilisieren. Eine Heilung im klassischen 

35 Sinne, das hei&t die Eliminierung des Virus, ist jedoch nicht mdglich. Aus diesem Gmnde gab es 
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immer wieder Bestrebungen, neue und effektive pharmazeutische Mittel bereitzustellen, die als 
Prophylaxe bzw. Therapie die humorale bzw. zeiluiare Immunantwort in einem infizierten Orga- 
nismus so alctivieren, dass Viren neutraiisiert bzw. abgetdtet werden. 

5 Es ist dem Faclimann belcannt, dass er eine Immunisierung sowohl alctiv ais auch passiv 
herbeifuhren icann. Bei der l^unstiiclien alctiven Immunisierung erfoigt eine Appiilcation defmierter 
Antigene, die zu einer aictiv envorbenen Immunitat durch die Biidung von Antikdrpem Oder 
zeilularer Immunitat fuhrt. Bei der passiven Immunisierung werden die Antikdrper oder die 
Immunzellen direkt appliziert, die zu einer passiv erworbenen Immunitat fufiren, Eine kunstliche 

10 aktive Immunisiemng eines Organismus gegen Viren kann beispielsweise durcli inaktivierte 
Viren, virale Proteine oder von Viren abgeleitete Peptide erfoigen, die zum Beispiel 
neutralisierende Antikorper induzieren. Neutralisierende Antikorper sind ftir verschiedene Virus- 
erkrankungen beschrieben worden und konnen durch die Gabe bestimmter Antigene, 
insbesondere Virusproteine im Organismus, induziert werden. Eine derartige Aktiviemng bzw. 

15 Induktion einer Immunantwort nennt man Impfen. Dem Fachmann ist dies beispielsweise fur 
Impfstoffe gegen Influenza-Virus, Pockenvirus, Masemvims und Pollovirus bekannt Auch gegen 
porcine endogene Retroviren (PERVs) konnten neutralisierende Antikorper induziert werden 
(Flebig et al., 2003), da allerdings kein Tiemfiodell vorhanden ist, In dem sich PERVs venmehren, 
konnte die Wirksamkeit dieser Impfstrategie nicht festgestellt werden. Zur Immunisierung wurde 

20 die vollstandige Ectodomane des transmembranen Hullproteins dieser Viren appliziert. Auf an- 
dere Viren -zum Beispiel HIV- ist diese Immunisierungsstrategie, auch bei Verwendung 
analoger Hullproteine oder Bindungsstrukturen, nicht mit Erfolg ubertragbar. 

Zunachst ging man bei der Bekampfung von HIV-lnfektionen davon aus, dass durch die Gabe 
25 von abgeschwachten oder abgetoteten Viren, gegebenenfalls im Zusammenhang mit Zusatz- 
stoffen, eine humorale - beispielsweise uber Antikorper bzw. eine zeiluiare - beispielsweise uber 
T-Zellen - Immunantwort im Organismus ausgelost werden kann. Die Versuche zur Induktion 
einer Immunantwort iiber die Gabe bzw. die Impfung mit einem abgetoteten oder 
abgeschwachten Virus bzw. mit Hullproteinen dieser wurden insbesondere kurz nach Bekannt- 
30 werden der Krankheit AIDS stark forciert, da mit dieser Technik bei anderen Virus-Krankheiten 
gute Resultate erzielbar waren. Es zeigte sich jedoch sehr schnell, dass es mit dieser Methode 
nicht moglich ist, eine gewunschte Antikdrperantwort zu induzieren, da die zum Testen 
venA/endeten Viren auf Fremdzellen wuchsen und die AbstoHung dieser Viren auf zellularen 
Fremdantigenen in der Virushulle beruhte. Insbesondere Ganzviois-Vakzinen gegen HIV konnen 
35 neben zellularen Antigenen auch Strukturen enthaiten, die von dem Virus zur Hemmung des 
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Immunsystems entwickelt wurden, wie immunsuppressive Domanen Oder maskierende 
Kohlenhydrate, wodurch die entwickelten Impfstoffe nicht optimal wirken kSnnen. 

Es gibt derzeit keinen Impfetoff, der eine effektive Immunantwort gegen eine HIV-lnfektion 
5 induzieren kann (3). Generell kann man zwei Strategien zur Induktion einer Immunantwort 
unterscheiden. Peptid-ZProtein-Vakzine, aber auch DNA-Vakzine induzieren eine humorale 
Immunantwort (4), das heilSt die Produktion von Antikorpem zum Scfiutz vor infektiosen 
Agenzien. Attenulerte Viren, aber auch DNA- und Lipopeptid-Vakzine bewiri<en die Produktion 
von en^egerspezifischen Protein-ZPeptidsequenzen innerhalb der Wirtszeilen, die dann als CTL- 
10 Epitope im MHC prasentiert werden (3,4), was zu einer zeliularen Immunantwort venmittelt durch 
zytotoxisclie T-Lympliozyten fulirt. Bis heute verweisen fuhrende Wissensciiaftler darauf, dass 
nur ein Impfstoff, der in der Lage ist, zytotoxische T-Zellen zu induzieren, fur die Prevention einer 
HIV-lnfektion geeignet sei (3). 

15 Auch wenn die Entwicklung der Suche nach einem Impfstoff in den letzten Jahren in diese Rich- 
tung ging, sind im Stand der Technik einige Versuche beschrieben, eine humorale Immunantwort, 
das heilJt eine Antikorpert)ildung, zu induzieren. Dabei kommt es darauf an. nicht nur sogenannte 
bindende Antikdrper, sondem neutralisierende Antikdrper zu induzieren, d.h. Antikdrper, die die 
Infektion verhindem konnen. Dass prinzipell neutralisierende Antikdrper im Menschen und soger 

20 in HIV-lnfizlerten induziert werden konnen, zeigt ein im Jahre 1993 beschriebener humaner, 
monoklonaler Antikorper (2F5), der uber eine Zellkultur von einem HIV-positiven Patienten 
gewonnen werden konnte. Dieser Antikorper besitzt ein Virus-neutralisierendes Spektiim, das 
nahezu alle Subtypen von HIV umfasst; die Antikorper binden an ein Epitop, das N~terminal des 
Transmembrandurchganges des transmembranen Hullproteins gp41 lokalisiert ist. Es konnte 

25 gezeigt werden, dass die Antikorper mit dem Epitop ELDKWA interagieren. Daher lag es nahe, 
dieses Epitop in Fonn eines Peptides bzw. eines modifizierten Peptides - zum Beispiel zyklisiert - 
in den Organismus zu injizieren, urn eine Antikorperantwort gegen das Epitop und demgemalS 
gegen das Virus auszulosen. So schiugen J. Tian et al, (2002) lineare Nonapeptide vor, die eine 
hohe Affinitat zum Antikorper 2F5 aufweisen. Nach Immunisierung mit unzahligen Fonnen und 

30 Modifikationen des ELDKWA-Epitopes wurden jedoch immer nur bindende, aber niemals 
neutralisierende Antikorper induziert. In der Fachvyejt henrscht weitestgehende Einigkeit, dass die 
Induktion antiviraler neutralisierender Antikorper kein ertolgversprechender Weg einer HIV- 
Pravention ist. 
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Weiterhin ist versucht worden, einzelne gp41 Epitope mit anderen Peptiden, zum Teil chemisch 
miteinander verbunden, zu injizieren, in der Annahme, dass die Anwesenheit weiterer 
peptidartiger Stmkturen zu einer aktiven Bildung neutralislerender Antikorper im Organismus 
fuhrt. Parker et al. (2001) schlugen beispielsweise vor, die injizierte Domane des Peptides urn die 
5 flankierenden Bereiche im naturlichen Zustand dieses Epitopes im gp41 so zu erweitem, dass ein 
16-Aminosaurepeptid entsteht, da dieses aufgrund der hofieren Komplexitat immunogener als 
das eigentliche Epitop sein sollte. Ho (2002) vermutet. dass das native Epitop melir eine p-tum- 
ahnliche als eine helikale Konformation aufweist und dass deshaib das Epitop dem lebenden 
Organismus als Impfstoff in Form einer p-tum-ahnliclien Konfiguration bereitgestellt werden 
10 muss, urn aktiv Antikorper zu produzieren. Aber auch derartige Versuche induzierten im lebenden 
Organismus unter Laborbedingungen immer nur bindende Antikorper, niemals neutralisierende. 

Dass derartige neutralisierende Antikoper wie der 2F5-Antik6rper nicht nur zur Pravention 
geeignet sind, sondern auch fur eine Therapie, zeigten die Untersuchungen von Fen-antelli et al, 

15 (2003). die neutralisierende Antikorper zur passiven Immunisierung venwendeten, wobei die 
Autoren neben 2F5 weitere Antikorper zur passiven Immunisierung offenbarten, wie zum Beispiel 
lgG1b12, 2G12 und 4E10. Die V3-Schleife des HIV-Oberflachenproteins gp120 gilt aufgrund ihrer 
auHerordentiichen Immunogenitat als erfolgversprechendes Agens, um neutralisierende 
Antikorper zu induzieren und die neutralisierenden Antikorper 1b12 und 2G12 sind gegen gp120 

20 gerichtet. Andere Oberflachenproteine wie das erwahnte gp41 geiten als wenig 
erfolgversprechend, da die Fusion mit der Zielzelle uber dieses Protein so schnell erfolgt, dass es 
einem Antikorper nicht moglich ist, schnell genug mit diesem Protein zu interagieren. Neben den 
fur die Therapie einsetzbaren neutralisierenden Antikorpern wurde eine weitere Therapie 
entwickelt, die gegen gp41 gerichtet ist. Dabei handelt es sich um Peptide, die als sehr kleine 

25 Molekule effektiv mit den fur die Infektion verantwortiichen Stmkturen von gp41 interagieren 
konnen (Weiss et al. 2003). Eines dieser Peptide, T-20, enthalt die bereits beschriebene 
ELDKWA-Sequenz. 

Ein wesentiicher Nachteil der dargestellten Vakziniemngsstrategien, vor allem der gegen gp120, 
30 besteht darin, dass die eingesetzten Vakzinen nicht in der Lage sind, die Entstehung neuer 
Vimsvarianten bzw. Modifikationen im Laufe der Viruserkrankung zu verhindem 
(Fluchtmutanten). Die gegen das ursprungliche Virus gebildeten neutralisierenden Antikorper sind 
nicht in der Lage, mit dem mutierten Virus so zu interagieren, dass ein erfolgreicher praventiver 
Schutz Oder eine effektive therapeutische Behandlung des infizierten Organismus moglich ist. 
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Aufgabe der Erfindung war es daher, einen Impfetoff herzustellen, der in Pravention. Diagnose 
und Therapie von viralen Erkrankungen, insbesondere retroviralen Erkrankungen eingesetzt 
werden kann. 

5 ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch die Bereitstellung eines immunogenen 
Konstruktes umfassend Aminosauresequenzen ausgewahit aus einem viralen transmembranen 
Hullprotein, das mindestens uber einen Membrandurchgang mlt der Virusmembran assoziiert ist, 
mindestens eine Fuslonsdomane und mindestens zwei alpha-helikale Strukturen umfasst, wobei 
die Aminosauresequenzen ausgewahit sind aus 

10 (i) einem ersten Bereich des Proteins lokalisiert zwischen dem l\/lembrandurchgang und 
einerersten aiplia-helikalen Struktur sowie 

(ii) aus einem zweiten Bereicfi, lokalisiert zwischen der Fuslonsdomane und einer zweiten 
alpha-helikalen Struktur. 

Wichtig ist zu vennerken, dass es auf die Kombination beider Bereiche ankommt. 

15 

Geeignet ist auch ein Konstrukt, das die die jeweilige Aminosauresequenz codierende DNA 
umfasst, wobei es wiederum auf die Prasenz beider Bereiche in der kodierenden Sequenz 
ankommt. 

20 Beansprucht wird also ein immunogenes Konstrukt, welches aus verschiedenen 
Aminosauresequenzen besteht Die beanspruchten Aminosauresequenzen sind aus einem 
viralen transmembranen Hullprotein auszuwahlen. Dieses Hullprotein hat die Voraussetzung zu 
erfuilen, dass es uber mindestens einen Membrandurchgang mit der Virusmembran assoziiert ist 
und dass es mindestens eine Fuslonsdomane und mindestens zwei alpha-helikale Strukturen 

25 aufweist, Dem Fachmann ist bekannt, dass mehrere Hullproteine diese Voraussetzungen 
erfuilen, wie z. B.GP2, gp20, gp30, gp37, gp160, p15E, HA2, F2 u.a. Jedes dieser genannten 
Hullproteine ist ein virales transmembranes Hullprotein, das mindestens einen 
Membrandurchgang, eine Fuslonsdomane und zwei alpha-heiikale Stmkturen aufweist. 

ErfinduhgsgemaB hat der Fachmann aus den genannten viralen transmembranen Hullproteinen 
30 zwei Bereiche von Aminosauresequenzen auszuwahlen. Bei dem ersten Bereich handelt es sich 
um ein frei auszuwahlendes Segment des Hiillproteins zwischen dem Membrandurchgang dieses 
Hullproteins sowie der ersten alpha-helikalen Struktur, die dieses Hullprotein aufweist. Bei dem 
zweiten Bereich, der aus dem genannten Hullprotein auszuwahlen ist, handelt es sich um den 



wo 2005/021574 



PCT/DE2004/001897 



6 



Abschnitt, der zwischen der Fusionsdomane des transmembralen Hullproteins liegt und der 
zweiten alpha-helikalen Stmktur dieses Hullproteins, wobei die alpha-lielikale Strulctur, der 
IVIembrandurchgang und/oder die Fusionsdomane ein Tell des Immunogenen Konstrulctes sein 
konnen. Die Kombination beider Bereiciie fuhrt zur Induktion der neutralisierenden Antikorper. 
5 Von alien genannten und beanspmchten Hullproteinen liegen bereits Sekundar- und 
Tertiarstruktur-Untersuchungen vor, so dass der Fachmann die genannten Bereiche. aus denen 
die Anninosauresequenzen auszuwahlen sind, genau bestimmen kann. Er ist hierbei nicht auf 
bestimmte Bereiche beschrankt. Erfindungswesentlich ist, dass das immunogene Konstmkt zwei 
Aminosauresequenzen umfasst, wobei diese beiden Aminosauresequenzen aus ganz 
10 bestimmten Bereichen von viralen transmembranen Hullproteinen auszuwahlen sind. 

Uben^aschend wurde gefunden, dass ein immunogenes Konstrukt, welches mindestens zwei 
Aminosauresequenzen umfasst, in einem Organismus neutralisierende Antikorper induzieren 
kann und so gegebenenfalls zusammen mit dem Fachmann bekannten Hilfsstoffen als Vakzine 

15 eingesetzt werden kann. Ein immunogenes Konstrukt im Sinne der Erfindung ist jedes Mittel, das 
geeignet ist, neutralisierende Antikorper, zu induzieren. Durch eine solche Antikorperantwort 
werden Antikorper im Organismus bereitgestellt, die eine neutralisierende Wirkung auf das 
jeweilige Retrovims oder ein anderes Viren haben. Unter Beriicksichtigung der Komplexitat der 
beteiligten Mechanismen wird unter der Neutralisation eines Virus jeder Mechanismus ver- 

20 standen, der in vivo bzw. In vitro VIren an der Infektion hindert und Ihre Vermehrung im 
praventiven Sinne verhindert beziehungsweise im therapeutischen Sinne die weitere Vemnehrung 
der Viren hemmt oder eine Kombinatlonstherapie effektiver werden lasst. Das heiRt, durch das 
erfindungsgemaUe Konstrukt wird das Immunsystem aktiviert und die Bildung neutralisierender 
Antikorper induziert. Vorteilhaftenweise sind die neutralisierenden Antikorper insbesondere gegen 

25 die viralen Strukturen gerichtet, durch die sie induziert wurden, wobei kreuzreagierende 
Antikorper erfindungsgemaB nicht ausgeschlossen sind. 

Bei der Infektion mit umhullten Viren einschlieUlich der Retroviren einschlieBlich HIV finden 
Interaktionen zwischen den Oberflachenhullproteinen und zellularen Rezeptoren statt, die dann 
30 zu Konfomiationsveranderungen im transmembranen Hullprotein fuhren und zur Fusion mit der 
Zellmembran {Abb.1, Abb.2). Die transmembranen Hullproteinen enthalten hochkonservierte 
Domanen, die eine wichtige Rolle beim Infektionsprozess spielen und deshalb exzellente Targets 
fur die Induktion breit neutralisierender Antikorper darstellen. 
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Es ist im Sinne der Erfindung beispielsweise moglich, das mit der Membran assoziierte virale 
Protein bzw. transmembrane Hiillprotein direkt aus einem Vims fur die weitere Verwendung zu 
gewinnen. l-iierbei l^ann es sich beispieisweise insbesondere urn das virale Hullprotein gp41 von 
HiV liandeln. l4ullproteine besitzen unter anderem einen Bestandteii, der in der IVIembran 
5 verankert ist und einen Bestandteii, der zumlndest tell- und zeitweise nach au&en aus der 
Membran herausragt. Erfindungsgemad stammen die ausgewahiten Aminosauresequenzen be- 
vorzugt aus dem aus der Membran herausragenden Teil. Dieses transmembrane Hullprotein um- 
fasst eine Ectodomane, einen Anker und einen zytoplasmatischen Teil, wobei die Ectodomane 
eine Fusionsdomane, eine erste alpha-helikale Stmktur, einen Cystein-Ioop und eine zweite 

10 alpha-helikale Stmktur aufweist. C-temiinal folgt nach der zweiten alpha-helikalen Stmktur eine 
Ankerdomane, die das transmembrane Hullprotein gp41 in der Vimsmembran verankert. Die 
ausgewahiten Aminosauresequenzen, die z.B, Domane, Peptide oder rekombinante Proteine 
Oder Fragmente hiervon sein konnen, konnen auf verschiedene Weise durch den Fachmann 
gewonnen werden, bevorzugt durch Peptidsynthese oder gentechnische Herstellungen. 

15 Selbstverstandlich ist auch moglich nicht die Aminosauresequenzen zu venwenden, sondem die 
sie codierende DNA. Beispielsweise kann die DNA in einen Vektor verpackt werden. In den 
Zellen wird dann die entsprechende Aminosauresequenz codiert. Derartige Verfahren sind dem 
Fachmann aus der Gentherapie bekannt. 

20 ErfindungsgemaQ wird beispielsweise bei gp41 von HIV N-temiinal ein Bereich, der auch als 
Peptidabschnitt bezeichnet werden kann, zwischen der Fusionsdomane und der ersten alpha- 
helikalen Stmktur ausgewahlt. Ein zweites Peptid wird aus dem Bereich zwischen der Membran 
und einer dieser zugewandten alpha-helikalen Stmktur ausgewahlt. Im Sinne der Erfindung heiflt 
zwischen zwei Bereiche auswahlen, dass die flankierenden Bereiche wie z. B. 

25 Membrandurchgang, alpha-helikalen Struktur und/odQr Fusionsdomane zumindest teilweise 
Bestandteile des ausgewahiten Abschnitts sein konnen. Es ist wichtig, dass die 
Aminosauresequenzen, die im Sinne der Erfindung zwischen dem Membrandurchgang und einer 
alpha-helikalen Stmktur und zwischen der Fusionsdomane und der anderen alpha-helikalen 
Stmktur ausgewahlt wurden, nur in Kombination venwendet werden und Bereiche des 

3 0 Membrandurchgangs, der Fusionsdomane und/oder der alpha-helikalen Struktur oder Stmkturen 
teilweise oder vollstandig umfassen konnen. 

Der Begriff der der Membran zugewandten alpha-helikalen Stmktur beschreibt nicht die 
Ausrichtung dieser alpha-helikalen Stmktur, sondem lediglich das Verhaltnis der mindestens zwei 
35 alpha-helikalen Strukturen zur Membran; die der Membran zugewandte alpha-helikale Stmktur 
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besitzt eine geringere raumliche Distanz zur Membran, sofem das Hullprotein als lineare nicht 
gefaltete Struktur dargestellt oder angenommen wird. Demgemali liegt die zugewandte Struktur 
raumlich naher am Membrandurchgang des linear gedachten Hullproteins. Selbstverstandlich ist 
es moglich, dass durch naturliche oder artifizielle Faltungsvorgange die Position elnzelner 
5 Bestandteile des Hullproteins geandert wird. 

Die aus dem Hullprotein ausgewahlten Aminosauresequenzen, z.B. Peptide oder 
Proteindomanen, die den Berelchen in der Nahe der alpha-helikalen Stmkturen entsprechen, 
konnen aus dem Gesamtprotein entnommen werden bzw. nachdem ihre naturliche Sequenz- 
10 abfolge bekannt Ist, synthetisch bzw. gentechnisch gewonnen werden. Die so erhaltenen 
Peptide, rekombinante oder virale Proteine werden als immunogenes Konstaikt verwendet, 
indem sie in einen Organismus appliziert werden. Die Grolie der ausgewahlten 
Aminosauresequenzen kann der Fachmann durch Routineversuche, indem er z.B. die Antikorper- 
produktion oder-antwort misst, bestimmen. 

15 

Erfindungswesentlich ist, dass aus dem Bereich einer Ectodomane eines insbesondere 
transmembranen Hullproteins eines Vims zwei Aminosauresequenzen ausgewahit werden, wobei 
die erste Aminosauresequenz aus dem Bereich zwischen Fusionsdomane und einer hieran flan- 
kierenden oder raumlich versetzten folgenden alpha-helikalen Stmktur und die zweite 

20 Aminosauresequenz aus dem Bereich zwischen der Membran des Vims und der nachsten 
alpha-helikalen Stmktur ausgewahit wird. Nach diesen Aminosauresequenzen werden 
synthetische Peptide, rekombinante Proteine hergestellt bzw. eine DNA, die diese 
Aminosauresequenzen codiert. Die Auswahl kann hierbei so erfolgen, dass die 
Aminosauresequenzen noch Bereiche der alpha-helikalen Stmktur bzw. der Ankerstmktur. die 

2 5 das Hullprotein mit der Membran verankert, umfassen. 

Selbstverstandlich konnen neben dem HIV auch aus alien anderen umhullten Viren einschlieftlich 
der Retroviren erfindungsgemafie immunogene Konstrukte gewonnen werden, weiterhin 
bevorzugt sind: FeLV, MuLV, BIV, CAEV, EIAV1, FIV, OMVV, SIVmac. SIVcpz, VILV, RSV, ALV, 

30 JSRV, SIVIRV, SRV, GALV, BLV, HTLV-1, HTLV-2, Marbuig Vims, Ebola, SARS-Vims, Influenza- 
Vims, Masernvirus, Mumpsvims und/oder HPV-1 Alle so gewonnenen Aminosauresequenzen, 
Peptide oder rekombinante Proteine oder virale Proteine konnen als immunogenes Konstmkt 
venwendet wenJen, um neutralisierende Antikorper gegen diese VIren zu generieren, wobei erfin- 
dungsgemafi nicht ausgeschlossen werden kann, dass es zu Kreuzreaktivitaten kommt, so dass 

35 beispielsweise ein immunogenes Konstmkt, welches zum Beispiel aus MuLV oder vollstandig 
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artifiziell gewonnen wird, auch eine Wirkung gegen zum Beispiel HIV oder FeLV zeigen kann. 
Bevorzugt ist es jedoch, dass die durch das Immunogene Konstrukt induzierten neutrallsleren- 
den Antikorper gegen die VIren geiichtet sind, aus denen die jeweillgen Peptide gewonnen 
werden. Die Immunogenen Konstrukte konnen auch rekombinante Protelne sein, die aus Tellen 
5 des transmembranen Hullproteins eines Virus und den zwel erfinungsgemaUen Domanen eines 
anderen Virus bestehen, sogenannte Hybride. Des Weiteren wind fur die Immunisierung auch 
DNA verwandt, die diesen Peptiden oder rekombinanten Proteinen dieser Viren entspricht Auch 
eine Kombination zwischen DNA-lmmunlslerung und nachfbigender Immunisierung mit Peptiden 
Oder rekombinanten Proteinen oder in Mehrfachabfolge ist bevorzugt. Die neutraiisierende 

10 Wirkung der Antikorper auf umhullte Viren einschliesslich der Retroviren in Hinsicht auf ihr 
prophylaktlsches Potential zeigt sich zum Beispiel als Inhibition der Virusinfektion, als Inhibition 
der Syncytiumbildung, als Inhibition der Fusion zwischen Virus und Targetmembran, als 
Vemiinderung oder Stabilisierung der Vemiehrungsrate der Viren in einem Organismus oder 
anders. Die neutraiisierende Wirkung in Hinsicht auf ihre tiierapeutische Wirkung kann 

15 beispielsweise darin bestehen, dass durch die Induktion oder Applikation der Antikorper 
belspielsweise als erwunschter Nebeneffekt bestimmte antivirale Medikamente besser wirken 
Oder durch Vemiinderung der Dosis die Anzahl der Nebenwirkungen dieser Medikamente 
reduziert wird. Das heilit, die Witkung der Antikorper im Sinne der Erfindung ist nicht auf eine 
Eliminierung der Viren beschr§nkt, sondem umfasst das gesamte Spektrum vorteilhafter Wir- 

2 0 kungen in einer Therapie bzw. Prophylaxe. 

Die mindestens zwel Peptide oder rekombinanten Protelne oder deren entsprechende DNA 
konnen fiir sich allein oder In Kombination gegebenenfalls mit anderen Antigenen, die von 
Interesse sind, verwendet werden. Beispielsweise konnen sie mit anderen Antigenen als 

25 physikalische Mischungen oder miteinander chemisch gebunden mit oder ohne Spacermolekiil 
verwendet werden. Selbstverstandlich ist es auch moglich, dass die beiden erfindungsgemaiSen 
Peptide Oder rekombinanten Protelne miteinander chemisch oder physikallsch verbunden 
werden. Es ist auch moglich, die Peptide mit Tragerpeptiden, Proteinen oder Tragersubstanzen 
zu koppeln. Hierbei kann es sich beispielsweise urn Albumine, das KLH, das MAP und andere 

30 Protelne handein, die dem Fachmann fiir ihr immunogenes Vemnogen bekannt sind; als 
Tragersubstan^n sind weiterhin bevorzugt Thyroglobulin oder BSA. Diese Protelne konnen 
durch Nicht-Peptidbindungen gebunden werden, wie zum Beispiel uber eine Disulfidbriicke oder 
Bindungen durch Kalzium-lonen, aber es ist ebenso moglich, dass sie iiber eine Peptidbindung 
miteinander verbunden werden. Die Peptide konnen selbstverstandlich Substitutions-, Deletions- 

3 5 und Additionsanaloge der erfindungsgemaBen Peptide sein. 
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ErfindungsgemaB kann es sich bei den Viren urn samtliche VIren handein, die eine Membran 
aufweisen, mit der Hullproteine bzw. ahnliche Strukturen assoziiert sind, wobei diese Staikturen 
zumindest eine Ectodomane aufweisen miissen, die eine Fusionsdomgne und/oder eine alpiia- 
5 helikale Stmktur entlialt. Bei der l\^embran der Viren kann es sich urn jede Stmktur, die Llpide 
umfasst, handein, sofem diese es ermdglicht, mit Proteinen eine Verbindung einzugehen. 

Das Einbringen des immunogenen Konsfruktes in einen Organismus kann erfindungsgemaB auf 
jede Art und Welse geschehen, die es emioglicht, dass das Immunsystem so mit dam Konstrukt 

10 in Kontakt gebracht wird, dass eine Antikorperantwort induziert wird. Dies kann beispielsweise 
dadurch erfolgen, dass das immunogene Konstrukt oral oder rektal, enteral bzw. parenteral, 
aufgenommen wird oder in den Korper direkt - zum Beispiel in ausgewahlte Organe wie zum 
Beispiel die Milz oder in Blutgefafie - injiziert vwrd Bevorzugt ist weiterhin die Schluckimpfung 
Oder die Impfung durch Injektion. Bevorzugte Injektionen sind die intradermale, subkutane, 

15 intramuskulare oder intravenose Injektion. Selbstverstandlich ist es auch moglich, das immu- 
nogene Konstrukt ais Aerosol bereitzustellen, welches von dem Organismus, bevorzugt. einem 
humanen Patienten, inhaliert wird. So ist zum Beispiel in der DE 198 51 282 A1 ein Verfahren 
zum Aufbringen von Antigenen auf Schleimhaute beschrieben, welches in den Offenbarungs- 
gehalt der voriiegenden Erfindung mit au^enommen ist. Weitere Applikationen werden im 

20 Folgenden im Zusammenhang mit dem erfindungsgemaOen Ver^ren dargestellt. Die 
Applikation der fur die Immunisiemng venwendeten DNA geschieht z.B. mit Hilfe sogenannter 
Impfpistolen, die die DNA mittels Goldkugein In die Haut einbringen oder mittels Spritzen, die die 
DNA unter die Haut oder in den l\^uskel einbringen konnen. 

25 Es wurde iiben-aschend gefunden, dass das Zusammenwirken von mindestens zwei 
Aminosauresequenzen, z.B. zwei Peptiden oder rekombinanten Proteinen -die Telle von 
definierten Domanen sind und zwischen anderen definierten Domanen positioniert sind - aus 
einem Hullprotein eines Vims als einfaches und effektiv bereitzustellendes Immunogen 
verwendet werden konnen. Durch das Zusammenwirken der beiden Peptide oder rekombinanten 

3 0 Proteine bzw. der entsprechenden DNA wird zumindest ein Epitop dem Immunsystem so effektiv 
prasentiert, dass neutralisierende Antikorper gegen Viren generiert werden. 

Das erfindungsgemaRe Konstmkt ist in dem Sinne artifiziell, dass es kein naturlicher Weise 
vorkommendes vollstandiges Hullprotein darstellt, d. h. die naturiichen vollstandigen Hullproteine 
35 sind nicht durch die erfindungsgemaBe Lehre umfasst. Bei der Venwendung als Vakzin konnen 
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naturlich vorkommende transmembrane Hullproteine, isoliert aus dem Virus, oder entsprechende 
losliche Ektodomanen der transmembranen Hullproteine (auUer HIV) eingesetzt werden. Im 
einfachsten Fall besteht das Konstrukt aus zwei Aminosauresequenzen, die nicht chemisch oder 
anders miteinander verbunden sind. Es kann jedoch vorteilhaft sein, wenn die 
5 Aminosauresequenzen direkt oder uber einen Linker oder einen Trager miteinander assoziiert 
vorliegen. Weiterhin ist es bevorzugt, dass die ausgewahlten Aminosauresequenzen aus einem 
Hullproteinen In ein anderes virales Hullprotein oder Fragmente hiervon durch Addition oder 
Substitution oder andere, dem Faclimann bekannte Methoden eingebracht werden. DemgemalS 
kann der Trager der ausgewahlten Aminosauresequenzen eines Virus das transmembrane 
1 0 Hullprotein eines anderen Virus sein. 

Urn die protektive oder therapeutische Wirkung der erfindungsgemaden Peptide oder 
rekombinanten Proteine, das lieiUt im Wesentliclien die Induktion von neutralisierenden 
Antikorpern zu erfiolien, konnen dem immunogenen Konstrukt bzw. alien Mittein, die aus diesem 

15 hergestellt werden konnen, insbesondere dem Impfstoff, der Vakzine. Adjuvantien zugesetzt 
werden. Bekannte Adjuvantien fur Humanvakzinen sind zum Beispiel Aluminiumverbindungen 
wie Aiuminiumhydroxid oder Aluminiumphosphat. Aluminiumhydroxid ist Bestandteil zahlreicher 
inaktlvierter oder Subunit-Vakzinen unter anderem bei Hepatitis-B-Vimsimpfstoffen und dalier 
dem Fachmann gut bekannt. Weitere bekannte Adjuvantien sind beispielsweise MF 59 im Fluad. 

20 Im Sinne der Erfindung ist aber jede Substanz, die bei gleichzeitiger, zeitnaher oder zeitversetzter 
Verabreichung mit den erfindungsgemalSen Peptiden oder Proteinen eine spezifische 
Immunantwort gegen diese ennoglicht, verstarkt oder modifiziert ein Adjuvanz im Sinne der Er- 
findung. So kann beispielsweise die Coapplikation von Ei-Albumin in komplettem Freund'schen 
Adjuvanz unter Umstanden eine gesteigerte Ausbildung einer zellvennlttelten Immunitat hervor- 

25 rufen und somit die Wirkung neutralisierenden Antikorper unterstutzen. Weitere Adjuvantien von 
Interesse sind zum Beispiel Saponine, wie zum Beispiel QS 21, Muramyldipeptid, Muramyl- 
tripeptid und Verbindungen mit einem Muramylpeptidkern, Proteine wie zum Beispiel 
Gammainterferon und TNF oder Phosphatdibylcholin, Squalen bzw. die dem Fachmann be- 
kannten Polyole. Dasselbe trifft fur die fur die Immunisiemng venwendete DNA zu. Auch hier 

30 konnen DNA, die selbst eine immunstimulatorische Eigenschaft haben, oder ein Protein mit 
Adjuvanzeftekt damnter auch Zytokine kodieren, parallel oder in einem Konstrukt appiiziert 
werden. 

Die immunogenen Konstrukte, die entweder als rekombinantes Protein oder als synthetisches 
35 Peptid mit obengenannten Modifikationen vorliegen, kdnnen auch in Kombination mit anderen 
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Impfstoffen, darunter auch kommerziell bereits vertriebenen Impfstoffen angewendet werden 
konnen, ungeachtet dessen, ob der andere Impfstoff gegen dasselbe Vims gerichtet ist Oder 
gegen andere Viren (Kombinationsimpfung). 

Im Folgenden sollen einige Begriffe im Zusammenhang mit der erfindungsgemalSen Lehre 
5 erlautert und definiert werden: 

Der Begriff Antigen bezeichnet wle hierin ven/vendet eine Verbindung, die ein oder mehrere 
Domanen enthalt, gegen die eine Immunantwort erwiinscht sind. Die Bindungsorte der Antikorper 
in diesen Domanen werden Epitope genannt. Komplexe Mischungen von Antigenen sind in 
10 dieser Definition ebenfalls umfasst, wie zum Beispiel abgetotete Zellen, Bakterien oder Viren 
bzw. Fraktionen hiervon, jeweils in Verbindung mit den erfindungsgemalien Peptiden, 
rekombinanten Proteinen oder der zur Immunisierung venwendeten DNA. 

Der Begriff Beimisciien bezeiclinet wie hierin verwendet den Zusatz eines Exzepienten zu den 
15 erfindungsgemalJen Peptiden,rekombinanten Proteinen, komplexen Mischungen und/oder 
Adjuvanz von Interesse wie zum Beispiel durch Mischung von trockenen Reagenaen oder 
IVIischung eines trockenen Reagens mit einem Reagens in Losung oder Suspension, oder 
Mischungen wassriger Fonnulienjngen von Reagenzien, 

20 Der Begriff Exzipient bezeichnet wie hierin verwendet einen einer phanmazeutischen 
Zusammensetzung zugesetzlen, nicht therapeutischen Trager, der phanmazeutisch annehmbar, 
das heiflt fiir Rezipienten bei angewendeten Dosierungen und Konzentrationen nicht toxisch ist. 
Geeignete Exzipienten und ihre Fomiulierungen sind dem Fachmann bekannt, beispielsweise 
aus Remington^s pharmaceutical science, 16. Auflage, 1980. 

25 

Vakzine bezieht sich wie hierin venwendet auf eine Fonnulierung der erfindungsgemalJen Peptide 
Oder rekombinanten Proteine oder der zur Immunisierung verwendbaren DNA, gegebenenfalls in 
Kombination mit einem anderen Antigen oder einer anderen DNA, von der beabsichtigt ist, eine 
prophylaktische, therapeutische oder diagnostische Reaktion in oder auBerhalb eines Wirts 
30 bereitzustellen, wenn der Wirt den Antigenen ausgesetzt wird. Beispielhafte Vakzinen umfassen 
Vakzinen gegen Krankheiten wie HIV/AIDS, SARS, FeLV und andere. 

Der Ausdruck therapeutische Menge bezeichnet wle hierin venwendet eine Menge, die Symptome 
einer Storung oder responslven, pathologlsch physiologlschen Kondition verhlndert oder 
35 verbessert. In bestimmten Ausfuhmngsfonmen der vorllegenden Erfindung ist die verabreichte 
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Menge ausreichend, eine Immunantwort auszailosen, die im Wesentlichen die Infektion oder 
Ausbreitung eines infektlosen Agens -wie SARS, HIV oder FeLV- im Rezipienten verhindert 
Oder liemmt. 

5 Die einen Gesunden im Faile der Propliylaxe bzw. an einen Patienten im Faile der Theraple zu 
verwendende Menge an immunogenem Konstrukt wird fonmuliert und die Dosis gemaU ubiiclier 
medizinischer Praxis festgesetzl, wobei die zu behandelnde Storung, der Zustand des einzelnen 
Patienten, die Verabreicliungsstelle, das Verabreicliungsverfaliren und andere, den 
behandelnden Arzten bekannte Faldoren berucksichtigt werden. In ahnlicher Weise hangt die 

10 Dosis der verabreichten Vakzinen von den Eigenschaften des verwendeten Antigens ab, das von 
dem Immunogen, beispielsweise von dessen Bindungsaktivitat und in vivo Halbwertszeit im 
Plasma wie aucli von der Konzentration des Antigens In der Fonnulierung, dem 
Verabrelchungsweg, der Stelle und der Rate der Dosierung, der klinisclien Toleranz des 
jeweiligen Individuums (Menscii und Tier), der patiiologlscfien Affektion des Patienten und 

15 dergleichen, wie es Arzten bzw. anderen Fachleuten bekannt ist. Im Allgemeinen werden 
Dosierungen von etwa 0,1 bis 1000 mg pro Individuum und Verabreicfiung bevorzugt. Es konnen 
wahrend einer Abfblge aufeinander folgender Impfungen auch unterschledliche Dosieaingen ein- 
gesetzt werden; der behandelnde Arzt kann eine erste Impfung verabreichen und dann mit relaliv 
geringen Dosen an Adjuvantien auffrischen (boosten); hiersind die Moglichkeiten Protein-Protein, 

20 Peptid-Peptid, Proteln-Peptid oder umgekehrt, DNA-Protein/Peptid bevorzugt. Es wiixJ weiterhin 
auf die folgenden Ausfuhrungen zum erfindungsgemaften Verfehren verwiesen. 

Es ist zum Beispiel vorgesehen, dass Injektionen (intramuskular oder subkutan oder in die 
BlutgefaBe) ein bevorzugter Weg fur die therapeutische Verabreichung der Vakzinen, 

25 beispielsweise der eingekapselten oder an Trager gebundenen Vakzinen, sind, obglelch die 
Zufuhr als Aerosol, uber Katheter oder chlrurglsclie Schlauche aucii angewendet werden kann. 
Altemative Wege umfassen Suspensionen, Tabletten, Kapsein und dergleichen fur die orale 
Verabreichung, Im Handel erhaltllche Vemebler fur flussige Fonnulieaingen und Inhalationen von 
lyophilisierten oder aerolysierten Verbindungen und Suppositorlen fiir rektale oder vaginale 

30 Verabreichung. Flussige Fomiuliemngen konnen beispielsweise aus Pulverformulierungen 
angewendet werden. Fur die prophylaktische Immunisierung sind Injektionen der Protelne, 
Peptide und DNA vorgesehen. Die Eignung der gewahlten Impfparameter, zum Beispiel Dosis, 
Schema, Adjuvanzwahl und dergleichen kann durch Entnahme von Semm-Aliquoten aus dem 
Patienten - das heillt dem Mensch oder dem Tier - und Testen auf Antikorpertiter im Verlauf des 

35 Immunisierungsprotokolls bestimmt werden. Altemativ und begleitend dazu kann die Menge von 
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T-Zellen oder anderen Zellen des Immunsystems auf herkommliche Weise bestimmt werden. urn 
einen Gesamtuberblick uber die immunologische Konstitution des Patienten zu erhalten. 
Zusatzlich kann der klinische Zustand des Patienten auf die gewunsclite Wiri^ung, zum Beispiel 
die antiinfektiose Wirkung hin beobachtet werden. Da beispielsweise HIV oder andere Erkran- 
5 kungen mit weiteren Infektionen assoziiert sein konnen, 1st es auch moglich, diese zusatzlich mit 
zu verfolgen. Wenn unzureichende Immunisierung erzielt wird, dann kann der Patient mit 
weiteren Impfungen geboostet und die ImpfjDarameter in einer Weise modifiaert werden, von der 
sine Verbesserung der Immunantwort enwartet werden kann, bevorzugt eine Erhohung der 
Peptid- Oder Antigen- und/oder Adjuvanzmenge, Komplexiemng der Peptide mit einem Trager 
10 Oder dessen Konjugation an ein immunogenes Protein oder Variierung des 
Verabreichungsweges. 

Im Altgemeinen konnen sowohl wassrige Formuliemng als audi trockene Peptide oder 
Adjuvantien mit einem Exzipienten vemiengt werden, urn fiir eine stabilisierende Wirkung vor der 
15 Behandlung beispielsweise mit einem Losungsmittel zu sorgen. Eine wassrige Losung eines 
Peptides kann ein Peptid in Suspension oder eine Losung sein. 

Das erfindungsgemalSe rekombinante Protein, das DNA-Konstrukt und/oder das Peptid konnen in 
einer Losung mit einem Konservierungsmittel eingebractit sein. Beispiele fur geeignete 

20 Konserviemngsmittel der Suspension bzw. Losungen umfassen Phenol, Benzyialkohol, m-Kresol, 
l\/letylparaben, Propylparaben, Benzalkoniumchlorid und Benzethoniumchiorid. Im Allgemeinen 
konnen die Formulierungen der Peptide bzw. der Antigenkonstrukte Komponente in Mengen 
enthalten, die der Herstellung stabiler Fomien nicht abtraglich sind und Mengen, die fur 
wirksame, sichere phamiazeutische Verabreichungen geeignet sind. Beispielsweise konnen 

25 andere pharmazeutisch annehmbare, dem Fachkundigen bekannte Exzipienten einen Tell der 
erfindungsgemalien Vakzinen oder Formuliemngen bilden. Diese umfassen beispielsweise 
Saize, verschiedene Fuller, zusatzliche Pufferagenzien, Chelatbildner, Antioxydanzien, Co- 
Losungsmittel und dergleichen. 

30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsfomn der Erfindung ist das immunogene Konstaikt mit einer 
liposomaien Fonnulierung assoziiert. Dies kann beispielsweise so erfolgen, dass das 
Immunogene Konstmkt in einem Liposom eingeschlossen oder auf der LIposomenoberflache 
verankert vorllegt. Dem Fachmann ist bekannt, dass kunstliche bzw. natiirliche Membranen von 
Liposomen eine Immunstimulierende Wirkung haben konnen, insbesondere dann, wenn die 

35 antigenen Komponenten auf die Oberflache der Liposomen gekoppelt werden oder im Inneren 
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der Liposomen eingeschlossen sind oder einfach nur mit den Liposomen zusammen vermischt 
werden. Bevorzugt 1st, dass die immunstimulierende Wirkung erhoht wird, indem die Liposomen 
mit transmembranen oder fusiogenen Glycoprotelnen "gespil<ed" sind. Derartige Fonmuiierungen 
von Liposomen Iconnen parentral appliziert werden. Es ist moglich, derartige Formulierungen mit 
5 beltannten Methoden, wie zum Beispiel einem Spray, nasal auf die Schleimhaute der Nasen- 
liohlen zu applizleren. Eine mit dem Spray induzierbare mul^osale Immunantwort ist bevorajgt fur 
die Behandlung von SARS geeignet. insbesondere bei der nasalen Verabreichung muss die 
antigene Komponente bzw. das immunogene Konstrukt in einem solciien Zustand auf die 
Schleimhaut aufgetragen werden, das es in der Lege ist, die Sctileimhaut zu durchdringen oder 

10 durcii diese absorbiert zu werden. Daher muss das Vesil<el mit dem Schleim bloitompatibel sein 
und ein gewisses MaB an Hydropiiilie aufweisen. Dem Fachmann sind derartige Strui<turen 
beispielsweise aus der EP 0682528 bel<annt, deren Lehre mit in den Offenbarungsgehalt der 
Erfindung aufgenommen ist. Die liposomale Zusammensetzung l<ann einen Oder melirere 
zusatzlictie pliarmazeutisclie Trager umfassen, die ausgewalilt sind aus oberflachenalctiven Stof- 

15 fen und Absorptionsforderem wie zum Beispiel Polyoxyetiiylenalkoholethern. Gallensalzen und 
deren Derivaten, Fusidinsaure und deren Derivaten, Oleinsaure, Lecithin, Lysoleclthinen, 
Tween® 21 bis 85, usw., wasserabsorbierenden Polymeren wie zum Beispiel Glycofurol, 
Polyethylenglycol 200 bis 7500, Polyvlnylpynolidon, Propylenglycol oder Polyacrylsaure, 
Gelatine, Cellulose und Derivaten usw.; Substanzen, welche den enzymatischen Abbau 

20 hemmen, wie zum Beispiel Aprotinin usw.; organlschen Losungsmittein wie zum Beispiel 
Alkoholen, zum Beispiel Eflianol, Glycerol, Benzylalkohol usw.; oder Ethylacetat usw.; 
hydrophoben Mittein wie zum Beispiel pflanzlichem 01, Sojabohnenol, Erdnussol, Kokosnussol, 
I\/Iais6l, Olivenol, Sonnenblumenol, "Miglyolen" oder deren Mischungen usw.; pH-regulierenden 
M\Mf\ wie zum Beispiel Salpetersaure, Pliosphorsaure, Essigsaure, Citraten usw!; 

25 Konservierungsmittein und den osmotischen Druck regulierenden Mittein wie zum Beispiel 
Glycerol, Natriumclilorid, Metliylparaoxybenzoat, Benzoesaure usw.; Liposomen- und/oder 
Emulsionsfomiulierungen wie zum Beispiel Lecithinen usw.; mikroverkapselten Fonnulierungen; 
Treibmittein wie zum Beispiel Butan. 

30 Bevorzugt Ist es in einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung, dass die Peptidabsclinitte 
gegebenenfalls miteinander assoziiert oder mit einem Trager verbunden in Liposomen 
eingeschlossen sind, wobei der Einschluss in Liposomen Im Sinne der Erfindung nicht zwingend 
bedeuten muss, dass die Peptide im Inneren der Liposomen vorliegen, ein Einschluss im Sinne 
der Erfindung kann auch bedeuten, dass die Peptide mit der Membran der Liposomen assoziiert 

35 sind, beispielsweise so, dass diese auf der auBeren Membran verankert sind. Eine solche 
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Darstellung der erfindungsgemaUen Peptide in oder auf den Liposomen ist vorteilhaft, wenn der 
Fachmann die Uposonfien so auswahit, dass sie eine immunstimulierende Wirkung haben. Dem 
Facfimann sind aus der DE 198 51 282 verschiedene Mogiichkeiten bekannt, die immun- 
stimulierende Wirkung von Liposomen zu modifizieren. Bel den Lipiden kann es sich um einfaclie 
5 Lipide handein, wie beispielsweise Ester und Amide oder um komplexe Lipide wie zum Beispiel 
um Glycolipide wie Cerebroside oder Ganglioside, um Sphingolipide oder um Pliospliolipide. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung ist die erste fiellkale Stmktur eine 
C-terminale Helix und die zweite alpha-helikale Stmktur ist eine N-tenminale Helix des viralen 

10 HQIIproteins. Sofem zur Generierung eines immunogenen Konstruktes beispielsweise gp41 des 
HIV gewahit wird, kann der Fachmann bevorzugt einen Bereich zwischen der Fusionsdomane 
und der N-tenninalen Helix und einen Bereich zwischen dem Transmembrandurchgang und der 
C-terminalen helikalen Struktur wahlen, wobei die Fusionsdomane, der Bereich des 
Transmembrandurchganges und/oder die alpha-helikale Struktur, sofern es sich um eine handelt, 

15 Oder die aipha-heiikale Strukturen an dem immunogenen Konstrukt ganz oder teilweise beteiligt 
sein konnen. Sofem die erfindungsgemaRen Peptide aus Hl-Viren gewonnen werden, handelt es 
sich bevorzugt um Peptide oder rekombinante Proteine oder DNA, die den Aminosauren 519 bis 
564 (N-temninale Sequenz) und 650 bis 683 (C-temriinale Sequenz) des HIV-1 Referenz Genoms 
(NCBI Datenbank: K03455, HIV HXB2 CG) entsprechen, oder Fragmenten bzw. Untereinheiten 

20 hiervon, die flinktionsanaiog zu den oben genannten Domanen sind, das heiUt, die in der Lage 
sind, neutralisierende Antikdrper zu induzieren und im besonders bevorzugten Falle einen 
Infektionsschutz hervorzumfen. Dem Fachmann ist selbstverstandlich bekannt, dass aufgrund 
der Variabilitat bei unterschiedlichen Subtypen von HIV-1 Sequenzvariationen innerhalb dieser 
Sequenzen voiliegen; derartige Sequenzvariationen sind von der Erfindung mit erfasst. Dies trifft 

25 auch fur Teilsequenzen der Konsensussequenzen 519 bis 564 und 650 bis 683 zu einschlielSlich 
chemlscher Modifikationen einzelner Aminosauren, der Verknupfung der Sequenzen mittels 
Linker und Sequenzen mit zusatzlichen angefugten Aminosauren zum Zwecke der 
Multimerisiemng der Sequenzen. 

3 0 Bevorzugte N-tenminale Sequenzen sind: 

FLGFLGAAGSTMGARSIVITLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQ 
FLGAAGSTIVIGAASMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL 
FLGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHML 
3 5 FLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLS 
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FLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLS 
FLGFLGAAGSTMGMSLTLTVQARQLLS 
LLGFLGAAGSTMGMSITLTVQARQLLS 
FLGFLGMGSTMGAASITLTVQVRQLLS 
5 FLGVLSMGSTMGAAATALTVQTHTLMK 

Bevorzugte C-terminale Sequenzen sind: 

SQNQQEKNEQELLELDKWAGLWSWFSITNWLWY 
10 SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWY 
SQTQQEKNEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWY 
NEQDLLALDKWASLWNWFDITNWLWYIK 
NEQDLLALDKWANLWNWFDISNWLWYIK 
NEQDLLALDKWANLWNWFDITNWLWYIR 
15 NEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIK 
NEKDLLALDSWQNLWNWFDITNWLWYIK 
NEQELLELDKWASLWNWFSITQWLWYIK 
NEQELLALDKWASLWNWFDISNWLWYIK 
NEQDLLALDKWDNLWSWFSITNWLWYIK 
20 NEQDLLALDKWASLWNWFDITKWLWYIK 
NEQDLLALDKWASLWNWFSITNWLWYIK 
NEKKLLELDEWASIWNWLDITKWLWYIK 



2 5 Abkurzungen: Ein BuchstabenCode fur Aminosauren: 



A 


Alanin 


C 


Cystein 


D 


Asparaginsaure 


30 E 


Glutaminsaure 


F 


Phenylalanin 


G 


Glycin 


H 


Histidin 


1 


Isoleudn 


35 K 


Lysin 
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L 


Leucin 


M 


Methionin 


N 


Asparagin 


P 


Prolin 


Q 


Glutemin 


R 


Arginin 


S 


Serin 


T 


Threonin 


V 


Valin 


W 


Tryptophan 


Y 


Tytosin 



ErfindungsgemaS wird jeweils aus der Gmppe der N-terminalen Sequenzen und der C- 
terminalen Sequenzen sin Peptid ausgewahit, wobei durch die Kombination von mindestens zwei 
Sequenzen das erfindungsgemalJe immunogene Konstrukt bereitgestellt werden kann. Es kann 
audi als rekombinantes Protein oder DNA (Vakzin, Impfstoff) appliziert werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsfomi der Erfindung ist der Impfstoff (Vakzin) ein 
Fragment aus Huliproteinen, ausgewahit aus der Gruppe umfassend GP2, gp20, gp21, gp30, 
gp36, gp37, gp40, gp41, gp45, gp160, p15E, E2, HA2 und/oder F2. Die Zuordnung dieser zu 
einzelnen Viren Ist im Folgenden dargestellt: 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind die jeweils mindestens zwei 
Peptidabsclinitte, rekombinante Proteine oder entsprechende DNA ausgewahit aus der Gruppe 
umfassend (wobei N fur N-tenrninale Sequenzen und C fur C-tenninale Sequenzen steht): 

N: AVGLAIFLLVUVIMAITSSLVAATTLVNQHTTAKV 
C: SLSDTQDTFGLETSIFDHLVQLFDWTSWKDWIK, 

bevorzugt bei BIV (transmembranes Hullprotein gp40); 
N: GVGLVIMLVIMAIVAAAGASLGVANAIQQSYTKAAVQTLAN 
C: AMTQLAEEQARRIPEVWESLKDVFDWSGWFSWLKYI. 

bevorzugt bei CAEV(transmembranes Hullprotein); 
N: FGISAIVAAIVAATAIARSATMSYVALTEVNKIMEVQNH 
C: LAQSMITFNTPDSIAQFGKDLWSHIGNWIPGLGASIIKY, 
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bevorzugt bei EIAV1 (transmembranes Hullprotein gp45); 
N: SSSYSGTKMACPSNRGILRNWYNPVAGLRQSLEQYQWKQPDYLLVPE 
C: MDIEQNNVQGKIGIQQLQKWEDWVRWIGNIPQYLK, 

bevorzugt bei FIV (transmembranes HQIIprotein gp36); 
5 N: GIGLVIVI^IMAIIAAAGAGLGVANAVQQSSYTRTAVQSLANATAAQQN 
C: QVQIAQRDAQRIPDVWKALQEAFDWSGWFSWLKYIPW, 

bevorzugt bei OMW (transmembranes Hullprotein gp41); 
N: LGFLGFLATAGSAMGAASLVTAQSRTLUWIVQQQQQLLDW 
C: EEAQIQQEKNMYELWKLNWWDVFGNWFDLTSWDLTSWIKY. 
10 bevorzugt bei SIVmac (transmembranes Hullprotein gp41); 

N: LGALGFLGAAGSTMGAAAVTLTVQARQLLSGIVQQQNNLL 
C: EEAQSQQEKNERDLLELDQWASLWNWFDITKWLWYIK, 

bevorzugt bei SIVcpz (transmembranes Protein gp41); 
N: FLGFLGAAGSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQ 
1 5 FLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL 

FLGAAGSTIVIGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHML 
C: SQNQQEKNEQELLELDKWAGLWSWFSITNWLWY 

SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWY 

SQTQQEKNEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWY 

2 0 bevorzugt bei HIV-1 (transmembranes HQIIprotein gp41 ); 

N: GIGLVIVLAIIVIAIIAAAGAGLGVANAVQQSYTRTAVGSLANATAAQQE 
C: EAALQVHIAQRDARRIPDAWKAIQEAFNNWSSWFSWLKY, 
bevorzugt bei Visnavirus (transmembranes Hullprotein gp41); 
N: LGFLGFLATAGSAMGARSLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLL 
25 C: EEAQIQEKNMYELQKLNSWDILGNWFDLISWVKYIQ, 
bevorzugt bei HiV-2 (transmembranes Hullprotein gp36); 
N: WGPTARIFASIIJ^PGVAAAQALREIERLACWSVKQANLTTSLL 
C: KFQLMKKHVNKiGVDSDPIGSWLRGIFGGIGEWAVH, 
bevorzugt bei RSV (transmembranes Hullprotein gp37); 
30 N: SVSHLSSDCNDEVQLWSVTARIFASFFAOGVAAQALKEIERLA 
C: ALQAMKEHTEKIRVEDDOIGDWFTRTFGGLGGWLAK, 
bevorzugt bei ALV (transmembranes Hullprotein gp37); 
N: GLSLIILGIVSLITLIATAVTAGCSLAQSIQAAHTVDLSSQNVTKVMGT 
C: lENSPKATLNIADTVDNFLQNLFSNFPSLHSLNKTL, 

3 5 bevorzugt bei JSRV (transmembranes Hullprotein gp36); 



AVTLIPLLVGLGVSTAVATGTAGLGVAVQSYTKLSHQLINDVQALSSTI 

KIKNLQEDLEKRRKALADNLFLTGLNGLLPYLLP, 

bevorzugt bei SMRV (transmembranes Hullprotein gp20); 

AIQFIPLVIGLGITTAVSTGTAGLGVSLTWYTKLSHQLISDBQAISSTI 

KIKNLQDDLEKRRKQLIDNPFWTGFHLLPYVMPL. 

bevorzugt bei SRV (transmembranes Hullprotein gp20); 

AVSLTU^VLLGLGITAGIGGSTALIKGPIDLQQGLTSLQIAIDAD 

SIWKKLKEKLDKRQLERQDSQNWYEGWFNNWPWI=TT. 

bevorzugt bei GALV (transmembranes Hullprotein p15E): 

EPVSLTLALLLGGLTMGGIAGVGTGTTALVATQQFQQLQAAMHD 

SMAKLRERLSQRQKLFESQQGWFEGLFNKSPWFTT, 

bevorzugt bei MuLV (transmembranes Hullprotein p15E); 

KALLEAQFRLQLQMQMHTDIQALEESISALEKSL 

NMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNRSPWFTT, 

bevorzugt bei FeLV (transmembranes Hullprotein p15E); 

TAALITGPQQLEKGLSNLHRIVTEDLQALEKSVSNL 

DHSGAIRDSMSKLRERLERRRREREADQGWFEGWFNRS 

bevorzugt bei PERV (transmembranes Hullprotein p15E); 

TALIKGPIDLGQGLISLQIAMDTDLRALQDSISKLED 

SMRRLKERLDKRQLEHQKNLSWYEGWFNRSPWLTT 

bevorzugt bei KoRV (transmembranes Hullprotein p15E); 

SPVAALTLGLALSVGLTGINVAVSALSHQRLTSLIHVLEQDQQ 

PLSQRVSTDWQWPWNWDLGLTAWVRET, 

bevorzugt bei BLV (transmembranes Hiiilprotein gp30); 

AVPVAWLVSALAMGAGVAGGITGSMSIJ^SGKSLLHEV 

PILQERPPLENRVLTGWGLNWDLGLSQWAREALQ. 

bevorzugt bei HTLV-1 (transmembranes Hullprotein gp21); 

AVPIAVWSVSALAAGTGIAGGVTGSLSLASSKSLLLEVD 

SVLQERPPLEKRVITGWGLNWDLGLSQWAREALQ. 

bevorzugt bei HTLV-2 (transmembranes Hullprotein gp30); 

FPNINENTAYSGENENDCDAELRIWSVQEDDLAAGLSWIPFFGPGI 

KNISEQIDQIKKDEQKIGRGWGLGGKWWTSDWG, 

bevorzugt beim Marburg Virus (transmembranes Glykoprotein gp36): 

LITGGRRTRREAIVNAQPKCNPNLHYWTQDEGAAIGLAWIPYFGPAA 

KNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWI, 
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bevorzugt bei Ebola (transmembranes Protein GP2); 
N: LITGRLQSLQTYVTQQLIRMEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDF 
C: DRLNEVAKNLNESLIDLQELKYEQYEKWPWYVW. 

bevorzugt beim SARS-Virus (E2, transmembranes Glykoprotein gp36); 
N: GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAA 
C: HDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILISFA. 

bevorzugt beim Influenza-Vims (I-Iamagglutinin2, HA2); 
N: FAGWLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLSSQAIDNLRASLETT 
C: lAKLEDAKELLESSKQILRSMKGLSSTSIVY, 

bevorzugt beim Masemvlrus (Fusionsprotein F2); 
N: FAGIAIGIAALGVATAAQVTAAVSLVQAQTNARAAAMKNSIQTNRA 
C: TELSKVNASLQNAVKQIKESNHQLQSVSVSSK, 

bevorzugt beim Mumpsvims (Fusionsglykoprotein F2); 
N: FFGAVIGTIALGVATAAQITAGIALAEAREARKDIALIKDSIVKTH 
C: TNFLEESKTELMKARAIISVGGWHNTESTQ, 

bevorzugt bel HPV-1 {F2 Glykoprotein), 

wobei die Viren wie fblgt abgekurzt sind: 



BIV 


(Bovines Immundefizienzvirus), 


CAEV 


(Caprines Arthritis Enzephalitis Virus), 


EIAV1 


(Equines infektidses Anamieviois), 


FIV 


(Felines Immundefizienzvims), 


OMW 


(Ovines Maedi-Visna Vims), 


SiVmac 


(Simianes Immundefizienzvims aus Makaken), 


SlVcpz 


(Simianes Immundefizienzvims aus Schimpansen), 


HIV-1 


(Humanes Immundefizienzvims Typ 1), 


HIV-2 


(Humanes Immundefizienzvims Typ 2), 


RSV 


(Rous Sarkom Vims), 


ALV 


(Aviares Leukosevims), 


JSRV 


(Jaagsiekte Schaf Retrovims), 


SMRV 


(Squin'el Monkey Retrovims), 


SRV 


(Simianes Retrovims), 


GALV 


(Gibbonaffen Leukamievims), 


MuLV 


(Murines Leukamievims), 
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FeLV 

KoRV 

PERV 

BLV 

HTLV-1 

HTLV-2 



SARS-Virus 
HPV-1 



(Felines Leukamievirus), 

(Koala Retrovirus) 

(Porcines endogenes Retrovirus) 

(Bovines Leukamievirus), 

(Humanes T-Zell Leukamievirus Typ 1), 

(IHumanes T-Zell Leukamievirus Typ 2), 

(Erreger des Scliweren Akuten Respiratorischen Syndroms) und 

(l-lumanes Parainfluenza Virus). 



Durch die Offenbarung der erfindungsgemaUen jeweils mindestens zwel Peptide, 
Proteindomanen und deren entsprecliende DNA und iiirem Vemnogen, spezifische Antikorper 
zum einen zumindest im Fall der Peptide und Proteindomanen zu binden und zum anderen zu 
induzieren, sind dem Faclimann versciiiedene Mogliclikeiten offenbart, weitere Peptide zu 
generieren. Der Fachmann kann durch die Offenbaaing der erfindungsgemalien Lehre weitere 
aquivalente Peptide generieren, die funktionsanalog zu Peptiden sind mit der Sequenzabfolge: 

FLGFLGAAGSTI\4GAASiTLTVCaARQLLS. 

FLGFLGAAGSTMGAASIVITLTVQARQLLS, 

FLGFLGAAGSTIVIGAASLTLTVQARQLLS, 

LLGFLGAAGSTIVIGAASITLTVQARaLS, 

FLGFLGAAGSTIVIGAASITLTVQVRQLLS. 

FLGVLSAAGSTIVIGAAATALTVQTHTLI\4K, 

FLGFLGAAGSTiVlGARSIVITLTVQARQLLSGlVQQQNNLLRAIEAQQ 

FLGAAGSTIVIGAASIVITLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL 

FLGAAGSTiVlGAASVTLTVQARLLLSGlVQQQNNLLRAIEAQQHIVIL 

AVGLAIFLLVLAIIVIAITSSLVAATTLVNQHTTAKV, 

GVGLVIIVILViMAIVAAAGASLGVANAIQQSYTKAAVQTLAN, 

FGiSAIVAAIVAATAIARSATIVISYVALTEVNKIIVIEVQNH, 

SSSYSGTKI\/IACPSNRGILRNWYNPVAGLRQSLEQYQWKQPDYLLVPE. 

GiGLVIVLAIiVlAilAAAGAGLGVANAVQQSSYTRTAVQSLANATAAQQN, 

LGFLGFLATAGSAIVIGAASLVTAQSRTLLAVIVQQQQQLLDW. 

LGALGFLGAAGSTMGAAAVTLTVQARQLLSGIVQQQNNLL, 

GIGLVIVLAIIVIAIIAAAGAGLGVANAVQQSYTRTAVGSLANATAAQQE, 

LGFLGFLATAGSAIVIGARSLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLL, 

WGPTARIFASILAPGVAAAQALREIERLACWSVKQANLTTSLL. 
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SVSHLSSDCNDEVQLWSVTARIFASFFAOGVAAQALKEIERLA. 
GLSLIILGIVSLITLIATAVTACCSLAQSIQAAHTVDLSSQNVTKVMGT. 
AVTLIPLLVGLGVSTAVATGTAGLGVAVQSYTKLSHQLINDVQALSSTI, 
AIQFIPLVIGLGITTAVSTGTAGLGVSLTWYTKLSHQLISDBQAISSTI, 
DPVSLTVALLLGGLTMGSLAAGIGTGTAALIETNQFKQLQ, 
AVSLTLAVLLGLGITAGIGGSTALIKGPIDLQQGLTSLQIAIDAD. 
EPVSLTLALLLGGLTMGGIAGVGTGTTALVATQQFQCM-QAAMHD, 
EPISLTVALMLGLTVGGIAAGCGTGTKALLEAQFLQLQMQMHTD. 
SPVAALTLGLALSVGLTGINVAVSALSHQRLTSLIHVLEQDQQ. 
AVPVAWLVSALAMGAGVAGGITGSMSLASGKSLLHEV, 
AVPIAVWSVSALAAGTGIAGGVTGSLSLASSKSLLLEVD. 
FPNINENTAYSGENENDCDAELRIWSVQEDDLAAGLSWIPFFGPGI, 
LITGGRRTRREAIVNAQPKCNPNLHYWTQDEGAAIGLAWIPYFGPAA. 
'• LITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDF, 
GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAA. 
FAGVVLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLSSQAIDNLRASLETT, 
FAGIAIGIAALGVATAAQVTAAVSLVQAQTNARAAAMKNSIQTNRA, 
FFGAVIGTIALGVATAAQITAGIALAEAREARKDIALIKDSIVKTH, 
wobei es sich hierbei bevorzugt urn N-terminale Sequenzen handelt und 
NEQDLLALDKWASLWNWFDITNWLWYIK, 
NEQDLLALDKWANLWNWFDISNWLWYIK. 
NEQDLLALDKWANLWNWFDITNWLWYIR, 
NEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIK, 
NEKDLLALDSWQNLWNWFDITNWLWYIK, 
NEQELLELDKWASLWNWFSITQWLWYIK, 
NEQELLALDKWASLWNWFDISNWLWYIK, 
NEQDLLALDKWDNLWSWFSITNWLWYIK, 
NEQDLLALDKWASLWNWFDITKWLWYIK. 
NEQDLLALDKWASLWNWFSITNWLWYIK. 
NEKKLLELDEWASIWNWLDITKWLWYIK, 
SQNQQEKNEQELLELDKWAGLWSWFSITNWLWY 
SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWY 
SQTQQEKNEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWY 
SLSDTQDTFGLETSIFDHLVQLPDWTSWKDWIK. 
AMTQLAEEQARRIPEVWESLKDVFDWSGWFSWLKYI, 
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LAQSMITFNTPDSIAQFGKDLWSHIGNWIPGLGASIIKY, 

MDIEQNNVQGKIGIQQLQKWEDWVRWIGNIPQYLK, 

QVQIAQRDAQRIPDVWKALQEAFDWSGWFSWLKYIPW. 

EEAQIQQEKNMYELWKLNWWDVFGNWFDLTSWDLTSWIKY, 

EEAQSQQEKNERDLLELDQWASLWNWFDITKWLWYIK, 

EAALQVHIAQRDARRIPDAWKAIQEAFNNWSSWFSWLKY. 

EEAQIQEKNMYELQKLNSWDILGNWFDLISWVKYIQ, 

KFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLRGIFGGIGEWAVH. 

ALQAMKEHTEKIRVEDDOIGDWFTRTFGGLGGWLAK, 

lENSPKATLNIADTVDNFLQNLFSNFPSLHSLNKTL, 

KIKNLQEDLEKRRKALADNLFLTGLNGLLPYLLP. 

KIKNLQDDLEKRRKQLIDNPFWTGFHLLPYVMPL, 

SMAKLRERFKQRQKLFESQQGQFEGWYNKSPWETT, 

SMKKLKEKLDKRQLERQDSQNWYEGWFNNWPWFTT. 

SMAKLRERLSQRQKLFESQQGWFEGLFNKSPWFTT, 

NMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNRSPWFTT. 

PLSQRVSTDWQWPWNWDLGLTAWVRET, 

PILQERPPLENRVLTGWGLNWDLGLSQWAREALQ. 

SVLQERPPLEKRVITGWGLNWDLGLSQWAREALQ, 

KNISEQIDQIKKDEQKIGRGWGLGGKWWTSDWG, 

KNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWI. 

DRLNEVAKNLNESLIDLQELKYEQYEKWPWYVW. 

HDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILISFA, 

lAKLEDAKELLESSKQILRSMKGLSSTSIVY, 

TELSKVNASLQNAVKQIKESNHQLQSVSVSSK, 

TNFLEESKTELMKARAIISVGGWHNTESTQ, bevorzugt handelt es sich hierbei um C-terminale 
Sequenzen. 

Beispielsweise ist es moglich, einzelne oder Gruppen von Aminosauren auszutauschen, ohne 
dass die Aktivitat der Peptide in Bezug auf die Losung der erfindungsgemalSen Aufgabe 
nachteilig beeinflusst wird. FQr den Austausch derartiger Aminosauren sei auf die 
entsprechenden Standardwerke der Blocliemie und der Genetik verwiesen. 



Im Stand der Technik sind verschiedene Moglichkeiten zur Herstellung von Peptiden offenbart. 
Peptide, die von den erfindungsgemalien Peptiden ausgehend mit solchen Verfahren entwickelt 
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werden, sind von der erfindungemaOen Lehre mit erfasst. Eine Mdglichkeit des Generierens von 
funktionsanalogen Peptiden ist beispielswelse in PNAS USA 1998, Oct. 13; 9521:12179-84, 
Wp 99/6293 und/oder WO 02/38592 beschiieben; diese Lehren sind in den Offenbarungsgehalt 
der Erfindung mit aufgenommen. Das heilit, samtliclie Peptide, Peptidfragmente Oder Strulrturen, 
5 die Peptide umfassen, die mit den genannten Verfahren - von den eifmdungsgemalSen Peptiden 
ausgehend - generiert werden, sind Peptide im Sinne der Erfindung, sofem sie die 
erfindungsgemafie Aufigabe Idsen, insbesondere neutralisierende Antil(drper zu generieren. 

Dem Fachmann ist weiterhin bekannt, dass einzelne Aminosauren analoge physikochemische 
10 Eigenschaften aufweisen, die mit Vorteil dazu fuiiren, dass diese Aminosauren untereinander 
ausgetauscht werden konnen. Hierzu gelioren beispielsweise die Gruppe der Aminosauren (a) 
Glycin, Alanin, Valin, Leucin und/oder Isoieucin; bzw. die Aminosauren (b) Serin und Tfireonin, 
die Aminosauren (c) Asparagin und Glutamin, die Aminosauren (d) Asparaginsaure und 
Glutaminsaure; die Aminosauren (e) Lysin und Arginin sowie die Gruppe der aromatisclien 
15 Aminosauren (f) Phenylalanin, Tyrosin und/oder Tryptoplian. Aminosauren innerlialb ein und der- 
selben Gruppe (a-f) konnen untereinander ausgetauscht werden. Weiterliin ist es moglicli, dass 
Aminosauren durcli modifizierte /Aminosauren oder spezifisclie Enantiomere ausgetauscht 
werden. Weitere [\4odifikationen sind gemad der Lehre nach der WO 99/62933 oder 
WO 02/38592 moglich. 

20 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonm umfasst das Peptid einen Linker und/oder einen 
Spacer, der ausgewahit ist aus der Gmppe umfassend: a-Aminocarbonsauren sowie deren 
Homo- und Heterooligomere, a,co-Aminocarbonsauren sowie deren verzweigte Homo- oder 
Heterooligomere, sonstige Aminosauren sowie die linearen und verzweigten Homo- oder 

2 5 Heterooligomere (Peptide); Amino-oligoalkoxy-alkylamine; IVlaleinimidocarbonsaure-Derivate; 

Oligomere von Alkylaminen; 4-Alkylphenyl-Derivate; 4-Oligoa!koxyphenyl- oder 4-Oligoalkoxy- 
phenoxy-Derivate; 4-Oiigoalkylmercaptophenyl- oder 4-Oligoalkylmercaptophenoxy-Derivate; 
4-Oligoalkylaminphenyl- oder 4-Oligoalkylaminyphenoxy-Derivate; (Oiigoalkylbenzyl)-phenyl- 
Oder 4-Oligoalkylbenzyl)-phenoxy-Derivate sowie 4-Oligoalkoxybenzyl)-phenyl- oder 4-Oiigo- 

3 0 alkoxybenzyl)-phenoxy-Derivate; Trityl-Derivate; Benzyloxyaryl- oder Benzyloxyaikyl-Derivate; 

Xanthen-3-yl-oxyaIkyl-Derivate; (4-Alkylphenyl)- oder cx)-(4-Alkylphenoxy)-alkansaure-Derivate; 
Oligoalkyl-PhenoxyalkyI- oder Oligoalkoxy-phenoxyalkyl-Derivate; Carbamat-Derivate; Amine; 
Trialkylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate; AlkyI- oder Aryi-Derivate und/oder Kombinationen 
davon; weitere mogliche Strukturen werden in der EP 1 214 350 beschrieben, die in den 
3 5 Offenbamngsgehalt der Erfindung mit aufgenommen sind. 
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Bevorzugt konnen synthetische Peptide, die den N-terminalen und/oder C-terminalen Sequenzen 
entsprechen oder Fragmente hiervon sind, durch chemische Crosslinker multimerisiert werden 
Oder an ein Tragemfioleku! wie BSA, Dextran, KLH oder andere gekoppelt werden. Die hierzu 
5 verwendeten chemischen Crosslinker sind in "Biooonjugate Techniques", Greg T. Hemnanson, 
Academic Press, 1996 aufgelistet, die in den Offenbarungsgelialt der erfindungsgemalien Lehre 
mit aufgenommen sind. Bevorzugte Crosslinker sind homobifunktionale Crosslinker, bevorzugt: 
NHS-Ester, wie DSP. DTSSP, DSS. BS, DST. Sulfo-DST, BSOCOES. Sulfo-BSOCOES, EGS. 
Sulfo-EGS, DSG Oder DSC, homobifunktionale Imidoester, wie DMA. DMP, DMS oder DTBP, 

10 homobifunktionale Sulfhydryl-reaktive Crosslinker, wie DPDPB, BMH oder BMOE. 
Difuorobenzenderivate, wie DFDNB oder DFDNPS. homobifunktionale photoreaktive Crosslinker, 
wie BASED, homobifunktionale Aldehyde, wie Fomialdehyd oder Glutaraldehyd, Bis-Epoxide, wie 
1,4-ButandioIdiglycidylether, homobifunktionale Hydrazide, wie Adipinsauredihydrazide oder 
Carbohydrazide, Bis-diazoniumderivate, wie o-Tolidin, bisdiazotisierles Benzidin oder 

15 Bisallkylhaloid. 

Bevorzugt sind auch heterobifunktionale Crosslinker, insbesondere aminreaktive und 
sulfhydrylreaklive Crosslinker, wie SPDP. LC-SPDP, Sulfo-LC-SPDP. SMPT. Sulfo-LC-SMPT, 
SMCC, Sulfo- SMCC. MBS, Sulfo-MBS, SIAB. Sulfo-SIAB. SMPB, Sulfo-SMBP, GMBS, Sulfo- 

20 GMBS, SIAX, SIAXX, SIAC. SIACX oder NPIA, carbonylreaktive und sulfhydrylreaktive 
Crosslinker, wie MPBH, M2C2H oder PDPH, aminreaktive und photoreaktive Crosslinker, wie 
NHS-ASA, Sulfb-NHS-ASA, Sulfb-NHS-LC-ASA. SASD, HSAB. Sulfo-HSAB, SANPAH. Sulfo- 
SANPAH, ANB-NOS, SAND, SADP, Sulfo-SADP, Sulfo-SAPB, SAED. Sulfo-SAMCA. 
p-Nitrophenyldiazopyruvat oder PNP-DTP, Sulfhydryl und photoreaktive Crosslinker, wie ASIB, 

25 APDP, Benzophenon-4-iodoacetamid oder Benzophenon-4-malelmid, carbonylreaktive und 
photoreaktive Crosslinker, wie ABH. carboxylatreaktive und photoreaktive Crosslinker, wie ASBA, 
argininreaktive Crosslinker, wie APG, trifunktionale Crosslinker, wie 4-Azido-2- 
nitrophenylbiozytin-4-nitrophenylester, Sulfo-SEBD, TSAT und/oder TMEA. 

3 0 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfomi der Erfindung sind die erfindungsgemafien 
Peptide und rekombinant hergestellte Strukturen durch Peptidbrucken mit einer Lange von 0 bis 
50 Aminosauren verbunden. Dies beinhaltet auch rekombinante Proteine, die aus zwei N- 
tenminalen und einer C-temninalen Sequenz bestehen oder Hexamere bestehend aus drel N- 
tenminalen Sequenzen und drei C-tenninalen Sequenzen, oder Multimere der zuvor aufgefuhrten 

35 rekombinanten Strukturen. wobei zwischen den N- und den C-tenminalen Sequenzen je eine 
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Peptidbrucke von 0 bis 50 Aminosauren vorhanden sein kann. Die Peptide konnen zum Zwecke 
der Aufreinigung, Solubiiisierung bzw. der Konformationsverandeaing mit spezifisclien 
Fusionsanteilen entweder am N- oder am G-Temiinus versehen sein, wie zum Beispiel CBP 
(Calmodulin-Bindungsprotein), His-Tag und/oder andere. Ahnliche Konstrukte konnen auch von 
5 DNA, die zum Immunisieren verwendet wird, kodiert werden. 

Nach einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhmngsform der Erfindung ist das 
Peptidgemiscli und Proteingemisch ausgewaiilt aus der Gruppe umfassend: 

10 a) mindestens zwei Peptide oder rekombinante Proteine umfassend eine Aminosaure- 
sequenz gemal^ SEQ iD No 1 bis 104, 

b) Peptide oder rekombinante Proteine umfassend eine Aminosauresequenz, die eine 
ausreichende Homologie aufweist, um zu einer Aminosauresequenz gemali a) 
funktionsanalog zu sein, 

15 c) Peptide oder rekombinante Proteine gemali einer Aminosauresequenz a) oder b), welclie 
durch Deletionen, Additionen, Substitutionen, Translokationen, Inversionen und/oder 
Insertionen modifiziert und funktionsanalog zu einer Aminosauresequenz gemad a) oder 
b) ist. 

20 In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Aminosauresequenz, z.B. das Peptid 
Oder rekombinante Protein, was eine ausreichende IHomologie aufweist, um zu einer der 
Aminosauresequenzen gemaS SEQ ID No 1 bis 104 funktionsanalog zu sein, zu diesen 
zumindest 40 % homolog. 

25 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonm sind diese Aminosauresequenzen mindestens 
60 %, vorzugswelse 70 %, bevorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt 90 %, homolog zu einer 
der Aminosauresequenzen gemaK SEQ ID No 1 bis 104. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhmngsfonn der Erfindung besteht das Peptid oder 
3 0 rekombinante Protein im Wesentiichen aus der Aminosauresequenz 

a) Syntiietische Peptide El (LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS, 

FLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL und E2 
(NEQELLELDKWASLWNWFDITNWL oder 
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SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWY) 

b) Hybrid I (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

LI TQARQLLSDIVQQQR IVTEDLQALEKSVSNLEgSI TSI RFWl QMRRRI Hi I Fl KKFni nVAl KP 
ECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRRE ELDKWASLWNWFN 

c) Hybrid II (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

LI TGASWLTVQARQLLSDIVQQQ RIWEDLQALEKSVSNLFFS! TSI SgVVI QNIRRni HI I Fl KKF 
GLCVALKEECCF^DHSGAIRDSMSKLRERLERRRREELDKWASLWNWFNITNWLWY 



d) Loop I: (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS SSPSS NEQELLELDKWASLWNWFDITNWL 

Insbesondere besteht das Peptid aus Abwandlungen dieser Sequenzen, die nach der 
WO 99/62933 und der WO 02/38592 gewonnen wurden, wobel diese Peptide selbstverstandlich 
Antikorper im Sinne der Erfindung generieren und binden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn der Erfindung sind die Peptidabschnitte des 
immunogenen Konstrul<tes, wie bereits allgennein ausgefuhrt, untereinander an andere Peptide 
Oder Protelne oder mit einem Trager assoziiert. Es kann beispielsweise vorgesehen sein, dass 
die mindestens zwei erfindungsgemaBen Peptide des immunogenen Konstruktes uber Peptid- 
Oder nichtpeptidische Bindungen miteinander verijunden sind. Die nichtpeptidischen Bindungen 
sind dem Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise Imino-, Ester-, Azo-, Hydrazit-, 
Semikarbazit- und andere Bindungen. Bel den Tragem im Sinne der Erfindung kann es sich um 
Protelne handein, die aufgrund ihres immunogenen Verhaltens die Antikorperantwort stimulieren, 
aber auch um den Fachmann bekannte pharmazeutische Hilfsstoffe wie zum Beispiel QS21, GPI- 
0100 Oder andere Saponine, Wasser-6l-Emulsionen wie beispielsweise i\/lontanide, Polylysin, 
Polyagenin-Verbindungen oder andere, wie zum Beispiel phosphat-gepufferte Kochsalzlosung, 
Wasser, verschiedene Arten von Detergenzien, sterile Losungen und dergleichen mehr. 

Die Erfindung umfasst auch Antikorper, die durch die erfindungsgemaBen Peptide bzw. durch 
das erflndungsgemaBe immunogene Konstrukt heiriestellt oder induziert werden. Die Peptide 
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bzw. Proteine konnen hierbei chemlsch hergestellt sein oder durch rekombinante DNA- 
Technologie Oder anders. Bei der Herstellung der erfindungsgemaBen Antikorper wird 
mindestens ein erfindungsgemaBes immunogenes Konstmkl so mit einem Otganismus in 
Kontakt gebracht, dass dieser in der Lage ist, gegen dieses Konstmkt Antikorper herzusteilen, die 
5 durch den Fachmann mit den bekannten Methoden gewonnen und isoiiert werden konnen. 

Die Erfindung betrifft aber auch anti-ldiotyp-Antikorper. Antikorper tragen idiotypen, Bereiclie in 
der Nahe ilirer Antlgen-Erkennungsstellen, die selbst antigen und in der Lage sind, die Anti- 
korperproduktion zu stimuiieren. Antikorper, die spezifiscfi fur die Antigen-Bindungsstellen sind, 
werden Paratop-spezifisclie anti-ldiotyp-Antikorper genannt. Diese Antikorper tragen die gleiche 

10 Erkennungsstelie wie das Antigen, das anfangs die Antikorperproduktion stimulierte; Marx, 
"l\/laking Antibodies without Antigens", 1986. So konnen im Sinne der Erfindung Paratop- 
spezifische anti-idiotypische Antikorper nnit teilweise der gleichen Struktur wie HiV, SARS oder 
andere Viren durch Immunlsierung eines Tieres mit einem monodonalen HIV-1-, SARS- oder 
FeLV-Antikorper zu den genannten Viren hergestellt werden. Diese Paratop-spezifischen anti- 

15 idiotypischen Antikorper. die eine bestimmte gleiche Staiktur wie die immunogenen Telle der 
genannten Viren tragen, sind geeignet, eine Immunantwort auszuldsen und konnen demgemaB 
ebenfalls als Impfstoff venwendet werden. 

Die Erfindung umfasst auch phamnazeutische Mittel, die mindestens eines der 
erfindungsgemaBen immunogenen Konstrukte umfassen, gegebenenfalis zusammen mit einem 

20 phannazeutisch vertraglichen Tr&ger. Ein phamiazeutisdies Mittel im Sinne der Erfindung ist 
jedes Mittel Im Bereich der Medizin, welches in der Prophylaxe, Diagnose, Therapie, Verlaufs- 
kontrolle oder Nachbehandlung von Patienten eingesetzt werden kann, die mit umhullten Viren 
einschlieBlich Retroviren so in Kontakt gekommen sind, dass sich zumindest zeitweise eine 
pattiogene Modifikatlon des Gesamtzustandes bzw. des Zustendes einzeiner Telle des 

25 Organismus etablieren konnte. So ist es beispielsweise moglich. dass das phannazeutische 
Mittel im Sinne der Erfindung eine Vakzine oder ein Immuntherapeutikum Ist. Das 
phannazeutische Mittel im Sinne der Erfindung kann neben dem immunogenen Konstrnkt 
beispielsweise ein akzeptabies Salz oder Komponenten dieser umfassen. Hierbei kann es sich 
beispielsweise um Saize anorganischer Sauren handein wie zum Beispiel der Phosphorsaure 

3 0 bzw. um SaIze organischer Sauren. 

Weiterhin ist es moglich, dass die Saize firei vori Carboxylgruppen sind und von anorganischen 
Basen abgeleitet wurden wie zum Beispiel Natrium, Kalium, Ammonium, Kalzium oder 
Eisenhydroxyde oder auch von organischen Basen wie Isopropylamin, Trimethylamin, 2-Ethyl- 
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aminoethanol, Histidin und andere. Beispiele ftir fliissige Trager sind sterile wassrige Losungen, 
die keine weiteren Materialien oder aktiven Ingredienzien umfassen und beispielsweise Wasser 
Oder solche, die einen Puffer wie zum Beispiel Natriumpliosphat mit einem pliysiologischen pH 
umfassen oder eine physiologische Salzlosung bzw. beides, wie zum Beispiel 

5 pliosphatgepufferte Natriumcliloridlosung. Weitere flussige Trager konnen melir als nur ein 
Puffersalz, wie zum Beispiel Natrium- und Kaliumchlorid, Dextrose, Propylenglycol, 
Polyethylenglycol oder andere umfassen. Flussige Zusammensetzungen der phannazeutisciien 
Mittel konnen zusatzlich eine flussige Phase, jedocli unter dem Ausschluss von Wasser, 
umfassen. Beispiele solcher zusatzlichen flusslgen Phasen sind Glycerin, Pflanzenole, orga- 

10 nische Ester oder Wasser-6l-Emu!sionen. Die phannazeutische Zusammensetzung bzw. das 
pharmazeutische Mittel enthalt typischerweise einen Gehalt von mindestens 0,1 Gew% der 
erfindungsgemaUen Peptide bezogen auf die gesamte pharmazeutische Zusammensetzung. Die 
jeweilige Dosis bzw. der Dosisbereich fur die Gabe des erfindungsgemalSen pharmazeutischen 
iVIittels ist groB genug, um den gewunschten prophylaktischen oder therapeutischen Effekt der 

15 Bildung von neutralisierenden Antikorpern zu en-eichen. Hierbei sollte die Ddsis nicht so gewahit 
warden, dass unenwunschte Nebeneffekte dominieren. Im Ailgemeinen wird die Dosis mit dem 
Alter, der Konstitution, dem Geschlecht des Patienten variieren sowie selbstverstandlich auch in 
Bezug auf die Schwere der Erkrankung. Die indiyiduelle Dosis kann sowohl in Bezug auf die 
primare Erkrankung als auch in Bezug auf Eintreten zusatzlicher Komplikationen eingestellt 

20 werden. Die exakte Dosis ist durch einen Fachmann mit bekannten Mittein und Methoden 
feststellbar, beispielsweise durch die Feststellung des Antikorpertiters in Abhanglgkeit der Dosis 
bzw. in Abhanglgkeit des Impfschemas oder der phamiazeutischen Trager und ahnlichem. Die 
Dosis kann hierbei je nach Patient individuell gewahit werden. Beispielsweise kann eine vom 
Patienten noch tolerierte Dosis des pharmazeutischen Mittels eine solche sein, deren Bereich im 

25 Plasma oder in einzelnen Organen lokal im Bereich von 0,1 bis 10000 piVI liegt, bevorzugt 
zwischen 1 und 100 piVI. Altemativ kann die Dosis auch in Bezug auf das Korpergewicht des 
Patienten bezogen berechnet werden. In einem solchen Fall ware beispielsweise eine typische 
Dosis des pharmazeutischen iVlittels in einem Bereich zwischen 0,1 pg bis 100 pg per kg 
Korpergewicht einzustellen, bevorzugt zwischen 1 und 50 |jg/kg. Weiterhin ist es jedoch auch 

3 0 moglich, die Dosis nicht in Bezug auf den gesamten Patienten, sondem in Bezug auf einzelne 
Organe zu bestimmen. Dies ware beispielsweise dann der Fall, wenn das erfindungsgemaUe 
phannazeutische Mittel beispielsweise in einem Biopolymer, eingebracht in den jeweiligen 
• Patienten, in der Nahe bestimmter Organe mittels einer Operation platziert wird. Dem Fachmann 
sind mehrere Biopolymere bekannt. die Peptide oder rekombinante Proteine in einer ge- 

35 wunschten Art und Weise freisetzen konnen. Ein solches Gel kann beispielsweise 1 bis 1000 pg 
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der erfindungsgemaUen Aminosauresequenzen, z.B. Peptide oder rekombinanten Proteine bzw. 
des pharmazeutischen Mittels pro ml Gelkomposition beinhalten, bevorzugt zwischen 5 bis 500 
pg/ml und besonders bevorzugt zvwschen 10 und 100 mg/ml. In solch einem Fall wird das 
therapeutische Mittel a!s feste, gelartige oder als flussige Komposition verabreicht. 

5 Bevorzugt wird das pharmazeutische Mittel als Vakzine nach der Infektion oder als vorbeugende 
Impfung eingesetzt. Die Impfung erfolgt vorteilhafterweise so, dass es nach der Applikation im 
Organismus zur Entwicklung eines aktiven Impfschutzes kommt. Selbstverstandlich ist es auch 
moglich, dass die Impfung unmittelbar vor oder zeitnah nach der Infektion erfolgt oder als 
Therapie mehrfach appliziert wird. Dem Fachmann ist bekannt, dass die Induktion einer Antwort 
10 neutralisierender Antikorper zu nahezu jedem Zeltpunkt auch nach der Infektion von Vorteil sein 
kann, so dass eine Impfung im SInne der Erfindung auch eine Applikation des 
erfindungsgemaRen pharmazeutischen Mittels Wochen, Monate, Jahre bzw. Jahrzehnte nach der 
Infektion mit dem jeweiligen Virus sein kann. 

Zur Unterstutzung der Immunantwort kann das phannazeutische Mittel in einer bevorzugten 

15 Ausfuhmngsfomi der Erfindung weitere immunogene Komponenten umfassen, insbesondere 
ausgewahit aus der Gaippe bestehend aus Bordetella, Haemophilus, Bon-elia, Pseudomonas, 
Corynebakterien, Mycobakterien, Streptokokken, Salmonellen, Pneumokokken, Staphylokokken 
und/oder Clostridien. Es ist bekannt, dass die alleinige Gabe von Antigenen haufig nicht zu einer 
ausreichenden Bildung von Antikorpern fuhrt. Da Epitope unter bestimmten Voraussetzungen 

20 und Bedingungen nur schwach immunogen sein konnen, kann eine entsprechende Immun- 
antwort, wie beispielswelse die Bildung der Antikorper, gesteigert werden, wenn schwach 
immunogene Substanzen in ihrer Immunogenitat erhoht werden. Neben den bekannten 
Aluminiumverbindungen, lipidhaltigen Verbindungen oder auch KLH und anderen ist es im Sinne 
der Erfindung moglich, die Immunantwort durch gemeinsame oder parallele Verabreichung 

25 bestimmter Stmkturen aus Mikroorganismen zu erhohen. Der Wirkmechanismus dieser 
zusatzlich gegebenen, stark immunogenen Strukturen ist im Zusammenhang mit der erfindungs- 
gemaUen Lehre nicht relevant, entscheidend ist, dass es zu einer gewiinschten Immunantwort 
kommt. Diese Immunantwort kann beispielsweise durch die Gabe der genannten immunogenen 
Telle von Mikroorganismen beispielsweise auch dadurch erfolgen, dass diese Stmkturen 

30 zunachst eine so genannte innate Immunreaktion im Korper aktivieren und hierdurch im weiteren 
Verlauf die Induktion einer Antikorperantwort im Sinne von Fearon, 1997 emnoglichen. Eine 
gegebenenfalls erforderiiche Inaktivierung der genannten mikrobiellen Immunogene kann durch 
chemische oder physikalische Behandlung erfolgen, beispielsweise durch eine Behandlung mit 
Fomialdehyd, durch Hitzebehandlung, durch UV-Bestrahlung oder durch Ultraschallbehandlung. 
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Selbstverstandlich kann die immunogene Komponente auch von einem anderen Virus abgeleitet 
sein, bevorzugt ausgewahit aus der Familie der Hepadnaviiidae, Herpesviridae, Poxviridae, 
Adenoviridae, Papovaviridae, Parvoviridae, Retroviridae, Togaviridae Oder Flaviviridae; das Virus 
kann zum Beispiel ein HIV, Herpes Simplex Vims, Influenza Virus, Hepatitis-Vims sein. Die fur 
5 die Peptide bereits dargestellten Modifikationen sind auch auf das phamiazeutische Mittel 
anwendbar. 

Die immunogene Komponente kann in diesem Falle ein Protein dieser Viren oder ein Fragment 
- also ein Peptid - dieser sein. Es ist beispielsweise moglich, die immunogene Komponente in 
dem phannazeutischen Mittel mit beiden erfindungsgemalien Peptiden oder rekombinanten 
10 Proteinen, das heilit dem erfindungsgemalien Konstmkt, zu kombinieren. Eine derartige 
Kombination im Sinne der Erfindung erfolgt bevorzugt durch eine kovalente Bindung. Selbst- 
verstandlich ist es auch moglich. dass die immunogene Komponente und die erfindungsgemalien 
Peptide zusammen an einen Trager adsorbiert warden, wobei dieser Trager beispielsweise ein 
Albumin, ein KLH oder ein anderer phannazeutisch vertraglicher Trager sein kann. 

Die Erfindung umfasst demgemali auch ein Verfahren zur Herstellung eines immunogenen 
Konstmktes, welches aus den (a) erfindungsgemaBen Peptiden oder rekombinanten Proteinen 
bzw. (b) dem erfindungsgemaBen pharmazeutischen IVlittel und als (c) zusatzliche Immunogene 
venvendete Mikroorganismen, wie beispielsweise Bakterien oder Viren, besteht. Ein bevorzugtes 
Verfahren umfasst die Schritte des Behandelns der erfindungsgemaBen Peptide und/oder der 
immunogenen mikrobiellen Stmkturen mit einem fur die kovalente Bindung geeigneten Aktivator, 
gegebenenfalls das Abtrennen von Qberschiissigem Aktivator, das Inkubieren der so erhaltenen 
Losung und die Reinigung dieser. Als Aktivator fur die kovalente Bindung konnen bevorzugt 
homo-, hetero-, bifunktionelle Cross-Linker venwendet werden wie zum Beispiel 
N-Hydroxysuccinimid-Ester, Imido-Ester, Maleinimido-Derivate, N-Hydroxysuccinimide, Pyridyl- 
disulfide oder Ketogmppen enthaltende Verbindungen. Die.Reinigung kann mittels Zentrifugation, 
Filtration, Fallung, Dialyse oder einem chromatographischen Verfahren erfolgen. Als chromato- 
graphische Verfahren sind die Gelfiitration, die affinitatschromatographische Reinigung oder die 
lonenaustauscher-Chromatographie bevorzugt. Wenn die erfindungsgemaBen Peptide in dem 
pharmazeutischen Mittel mit einer immunogenen Mikroorganismuskomponente zusammen auf 
einem absorbierbaren Tragenmaterial aufgebracht werden, kann es sich bei diesen Tragem urn 
Metalle, unlosliche oder kolloidale Metallverbindungen oder Polymerverbindungen und auch um 
Lipidvesikel handeln. Bei den Metallen sind Gold oder Platin oder Metalle wie Aluminium oder 
Eisen bevorzugt; bei den unloslichen oder kolloidalen Metallverbindungen sind unter anderem 
Adjuvantien wie beispielsweise Aluminium-, Zink- und/oder Eisenhydroxid bevorzugt. Bei den 
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Polymerverbindungen konnen alle resorbierbaren bzw. biologisch abbaubaren Materialien 
verwendet warden. Selbstverstandlich ist es auch moglich, nicht abbaubare 
Polymerverbindungen zu venwenden, wenn diese physiologisch akzeptiert werden, wie zum 
Beispiel Latex. Neben den Mikroorganismen oder Teilen hiervon bzw. anderen Viren als 
5 Immunogen konnen selbstverstandlich auch Nukieinsauren venArendet werden, urn eine 
Immunantwort auf die erfindungsgemaBen Peptide zu verstarken. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonm der Erfindung umfassen die phannazeutischen 
. IVlittei auch Zytokine, insbesondere lnterieukin-2 und/oder CSF. Derartige Stoffe sind zur 
Wirkungsverstarkung. vorzugsweise zur Immunstimulation, verwendbar. Diese werden in 
10 bekannten Methoden mit den erfindungsgemaBen Peptiden oder dem pharmazeutischen IVIittel 
gemischt und in einer geeigneten Fonmulierung und Dosierung verabreicht. Fonnuliemng, Do- 
sierung und geeignete Komponenten sind dem Fachmann bekannt. 

Die Erfindung betrifft auch die Aminosauresequenzen gemaS SEQ ID Nr. 1-104 insbesondere zur 
Venwendung in der Medizin. Diese Sequenzen stellen eine Auswahl aus bekannten groBeren 

15 Aminosauresequenzbereichen dar, wobei die Auswahl zu dem uberraschenden Ergebnis der 
IndukHon neutralisierender Antikorper fuhrt, vor allem, wenn mindestens zwei der 
Aminosauresequenzen zusammen eingesetzt werden. Insbesondere bevorzugt sind die 
Aminosauresequenzen im Rahmen einer medizinischen Indikation, d. h. als therapeutisch 
zweckgebundene Aminosauresequenzen. Selbstverstandlich nicht beanspnicht ist die bekannte 

20 Sequenz ELDKWA und andere in den genannten Referenzen offenbarte Sequenzen. Die 
Erfindung betrifft auch die neutralisierenden Antikorper, die mit dem erfindungsgemaBen 
immunogenen Konstrukt hergestellt werden. 

Die Erfindung betrifft auch einen Diagnose-Kit, der ein erfindungsgemaBes pharmazeutisches 
25 Mittel umfasst. Dieser Kit kann beispielsweise zur Diagnose und zum Monitoring des Veriaufs 
und/oder der Therapie von Vimserkrankungen eingesetzt werden, wobei folgende Viren 
bevorzugt ausgewahit sind: 

BIV (Bovines Immundefizienzvirus) 
CAEV (Caprines Arthritis Enzephalitis Virus) 
3 0 EIAV1 (Equines infektioses Anamievirus) 
FIV (Felines Immundefizienzvirus) 
OIVIVV (Ovines Maedi-Visna Vims) 
SIVmac {Simianes Immundefizienzvims aus Makaken) 
SIVcpz (Simianes Immundefizienzvirus aus Schimpansen) 
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HIV-1 (Humanes Immundefizienzvirus Typ 1) 
HIV-2 (Humanes Immundefizienzvims Typ 2) 
RSV (Rous Sarkom Virus) 
ALV (Aviares Leukosevirus) 
JSRV (Jaagsiekte Schaf Retrovirus) 
SMRV (Squirrel Monkey Retrovirus) 
SRV (Simianes Retrovirus) 
GALV (Gibbonaffen Leukamievinis) 
MuLV (Murines Leukamievims) 
FeLV (Felines Leukamievims) 
BLV (Bovines Leukamievims) 
HTLV-1 (Humanes T-Zell Leukamievims Typ 1) 
HTLV-2 (Humanes T-Zell Leukamievims Typ 2) 
SARS-Vims (En^eger des Schweren Akuten Respiratorischen Syndroms) 
HPV-1 (Humanes Parainfluenza Virus) und andere umhiillte Viren. 

Der DIagnostik-Kit dient zum Nachweis antiviraler Antikorper gegen Epitope auf dem 
immunogenen Konstmkt, zum Nachweis neutralisierender Antikorper gegen das immunogene 
Konstmkt und/oder zum Nachweis des Vims. 

20 

Der Kit kann gegebenenfalls eine Anieitung oder Infonnatlonen zur pharmazeutischen Bereit- 
stellung bzw. zu therapeutischen Behandlungsverfahren beinhalten. Die Infonmation kann bei- 
spielsweise ein Beipackzettel sein oder ein anderes Medium, welches dem Anwender 
Infonmationen daruber gibt, mit welchem therapeutischen Verfahren bzw. mit welchem 

2 5 Impfechema die genannten Substanzen, das heiHt insbesondere die erfindungsgemaRen Peptide 

bzw. das erfindungsgema&e phamnazeutische Mittel, insbesondere Vakzine, einzusetzen sind. 
Der Beipackzettel enthalt insbesondere detaillierte und/oder wesentliche Infbmiationen uber das 
Heilverfahren. Selbstverstandlich 1st es nicht zwingend erforderiich, dass diese Infomiation auf 
einem Beipackzettel formuliert ist, es ist auch mdglich, dass diese Information beispielsweise 

3 0 uber das Intemet mitgeteilt wird. 

Der Diagnose-Kit betrifft zum einen einen Immunoassay fur den Nachweis von Antikdrpem, die 
gegen die umhullten Viren einschliesslich der Retroviren gerichtet sind, zum anderen einen 
Nachweis der Vimsbelastung (Vimsantigene) im Organismus. Dazu werden entsprechende 
Proben genommen, in denen Antikorper oder Virenantigene detekliert werden sollen. Eine Probe 
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im Sinne der Erfindung ist die Bezeichnung fur ein durch Probenentnahme entnommenes 
biologisches oder chemisches Gut oder eines Teiles bzw. einer kleinen Menge eines solchen, 
dessen Beschaffenheit chemisch, biologisch, klinisch .oder ahnlich gepruft werden soil, 
insbesondere auf das Vorhandensein von neutralisierenden Antikdrpem. 

5 Die Probenentnahme erfolgt insbesondere so, dass die entnommene Teilmenge einem 
Durchsclinitt der gesamten Menge entspricht Selbstverstandlich kann es auch bevorzugt sein, 
dass die entnommene Teilmenge nicht dem Durchschnitt einer groBeren iVIenge entsprechen 
soli. Die durch Untersuchung der Probe emnittelten Merkmale dienen der Beurteilung der durch 
die Probe erfassten Menge, die Ruckschliisse auf die Gesamtmenge, beispielsweise das Blut in 

10 einem Organismus bzw. die Lymphe, zulasst. Fur die Untersuchung konnen die Proben durch 
Mischen, Zugabe von Enzymen oder Markem bzw. anders vorbehandelt werden. Dem Fachmann 
sind verschiedene Moglichkeiten der Vorbehandlung von Proben bekannt. Eine Probe konnen 
insbesondere alle biologischen Materialien sein, wie biologische Gewebe und Flussigkeiten, zum 
Beispiel Blut, Lymphe, Urin, Gehimflussigkeit und andere. Wie hier verwendet, bezieht sich eine 

15 Probe demgemalX auf jede Substanz, die neutralisierende AntikSrper enthalt oder vermutlich ent- 
halt, und umfasst eine Probe von Gewebe oder Flussigkeit, die von einem Individuum oder 
Individuen isoliert worden ist, einschlieUlich, aber nicht beschrankt auf zum Beispiel Haut, 
Plasma, Serum, Lymphe, Urin, Tranen, Abstriche, Gewebeproben, Organe, Tumoren und auch 
auf Proben von Bestandteilen von Zeilkulturen. Eine solche Probe kann zum Beispiel wie folgt auf 

2 0 das Vorhandensein von bindenden Antikorpern untersucht werden: 

a) Beschichten einer festen Phase mit dem erfindungsgemallen immunogenen Konstrukt, 

b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen Probe, 

25 c) Inkubieren der festen Phase mit einem anti-humanen Antikorper, der die Klassen IgA, 
IgM, IgG nachweisen kann, der mit einer nachweisbaren Kennzeichnung markiert ist 

und 

30 d) Nachweis der Kennzeichnung, um die Anwesenheit der bindenden Antikorper gegen die 
genannten Viren in der Probe zu bestimmen. 



Die Probe kann verschiedene Konzentration von Hamstoff aber auch keinen Hamstoff aufweisen 
(Aviditatsbestimmung). 
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Da neutralisierende Antikorper auf diese Art nur schwer und nicht quantitativ nachgewiesen 
werden konnen, erfolgt deren Nachweis in einem Infektionsassay, in dem die Hemmung der 
Infektion von uninfizierten Zellen durcli das jeweilige Vims aus der obigen Liste durch die 
5 neutralisierenden Antikorper nacligewiesen wird. 

Durcli Kompetitionsanalysen mit dem immunogenen Konstrukt kann aus der Menge der 
neutralisierende Antikorper der Anteil der spezifisch gegen die Epitope auf dem Immunogenen 
Konstrukt quantitativ bestimmt werden. Da eine Korreiation zwischen der Menge der im obigen 

10 Text gefundenen, das immunogene Konstrukt bindenden Antikorper, und der Menge der 
neutralisierenden Antikorper gefunden wurde, kann ein neuer Schnelltest durchgefuhrt werden, in 
dem erstmals in kurzer Zeit viele Seren auf neutralisierende Antikorper getestet werden konnen. 
Dieser Test eriaubt Aussagen uber den Erfolg der Immunisierung im Fall einer prophylaktischen 
Applikation wie auch uber die Progression der Infektion. Auch ein Monitoring des 

15 Therapieerfolges im Fall der therapeutisclien Applikation ist moglich. DemgemaB kann auch ein 
Kit zum Nachweis von neutralisierenden Antikorpern gegen das immunogene Konstrukt auf der 
Basis eines Neutralisationsassays mit entsprechenden Kompetitionsanalysen und ein neuartiges 
Schnell-Verfahren zum Nachweis neutralisierender Antikorper auf der Basis eines ELISAs mit 
dem vollstandigen immunogenen Konstrukt bereitgestellt werden. 

20 

Der Diagnose-Kit umfasst auch den Nachweis von viralem Antigen zur Bestimmung der Vimslast 
in den oben aufgelisteten Proben wie folgt: 

a) Beschichten einer festen Phase mit Antikorpem gegen die gesuchten viralen Antigene, 
die in einem Tier Oder einem Menschen nach Immunisierung mit dem erfindungs- 
2 5 gemalien immunogenen Konstrukt gewonnen wurden, 



b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen Probe, 

c) Inkubieren der festen Phase mit einem zweiten, unterschiedlichen vom ersten, Antikorper 
3 0 gegen die gesuchten viralen Antigene, der ebenfalls in einem Tier oder einem Menschen 

nach Immunisiemng mit dem erfindungsgemaUen immunogenen Konstrukt gewonnen 
wurden, 



35 



d) 



Nachweis des gekoppelten zweiten Antikdrpers um so die Menge des gebundenen 
Antigens zu bestimmen. 



wo 2005/021574 



PCT/DE2004/001897 



37 



Die Erfindung betrifft auch eine Aminosauresequenz ausgewahit aus der Gruppe umfassend die 
Sequenzen SEQ ID No 1 bis 104 zur Verwendung auf dem Gebiet der therapeutischen 
Behandlung sowie der Diagnostizierverfahren am menschlichen Oder tierischen Korper. 

5 

Die Erfindung betrifft demgemaU Peptide. Peptidfragmente, relcombinante Proteine bzw. deren 
Fragmente, die membranassoziierten Proteinen von bestimmten Viren fur bestimmte 
tlierapeutische bzw. diagnostische Anwendungen. Bevorzugt ist die Verwendung einer l\/lisciiung 
aus mindestens zwei Peptiden oder rekombinanten Proteinen aus der Sequenzabfolge eines 
1 0 viralen IHullproteins gemali der erfmdungsgemali beschriebenen Auswahl. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Indulrtion einer Antii^orperantwort, wobei das 
erfindungsgemaSe immunogene Konstml<t und/oder das erfindungsgemaSe pharmazeutische 
IVlittel mit einem Organismus, bevorzugt einem IVlensctien oder einem Tier, in Kontal^t gebracht 
15 werden. Bevorzugt umfasst dieses Verfahren die Formulierung des neutralisierenden Antil^orpers 
mit einem phannazeutisch alaeptablen Trager. Durch die Offenbarung der erfindungsgemaBen 
Peptide ist es dem Fachmann moglich, diese als Antigen zur Indulction von neutralisierenden 
Antil(6rpem zu verwenden. Dem Fachmann ist hierbei bel^annt, dass er die erfindungsgemaBen 
Peptide, die seibstverstandlich auch als das erfindungsgemaBe pharmazeutische Mittel 

2 0 venivendet werden konnen, in verschiedenen Dosierungen einem Organismus, insbesondere 

einem humanen Patienten, applizieren kann. Die Applikation sollte hierbei so erfolgen, dass eine 
moglichst groBe Uenge neutralisierender Antikorper generiert wird. Die Konzentration und die Art 
der Applikation kann vom Fachmann durch Routineversuche eruiert werden. Moglich sind 
folgende Applikationen: oral in Forni von Pulver. Tabletten, Saft, Tropfen, Kapsein und 
25 ahnlichem; rektal in Form von Zapfchen, Losungen und ahnlichem; parentral in Fonm von Injek- 
tionen, Infusionen von Losungen, Inhalationen von Dampfen, Aerosolen, Stauben und Pflastem 
sowie lokal in Form von Salben, Pflastem, Umschlagen, Spulungen und ahnlichem. 

Bevorzugt kann das In-Kontakt-Bringen des immunogenen Konstmktes und/oder des 

3 0 pharmazeutischen Mittels prophylaktisch oder therapeutisch erfolgen. Bei einer prophylaktischen 

Impfung soli die Infektion mit den genannten Viren zumindest dergestalt verhindert werden, dass 
nach Eindringen einzelner Viren, beispielsweise in eine Wunde, eine weitere Vermehmng dieser 
stark venmindert wird oder dass eingedrungene Viren nahezu vollstandig abgetdtet werden. Bei 
einer therapeutischen Induktion einer Immunantwort liegt bereits eine Infektion des Patienten vor 
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und die Induktion der neutralisierenden Antikdrper erfolgt, urn die bereits im Korper befindlichen 
Viren abziitoten bzw. in ifirer Vermehrung zu hemmen. 

Die Erfindung betrifft aucli ein Verfaiiren zur Generiemng eines Antikorpers, bevorzugt eines 
5 neutralisierenden Antikorpers gegen eine Erkrankung mit umliullten Viren einschllesslich der 
Retroviren, wobei ein Organismus mit einem immunogenen Konstrukt, gegebenenfails 
zusammen mit einer immunogenen Komponente und/oder einem phamiazeutisclien IVIittel 
gemali der Erfindung in Kontakt gebraclit wird und so eine liumorale Immunantwort durch 
Bildung von Antikorpem induziert wird und folgend die Antikorper aus dam Organismus 
10 gewonnen werden. Bevorzugt konnen die so gewonnenen neutralisierenden Antikorper zur 
passiven Immunisiemng verwendet werden. 

Dabei konnen auch monoklonaie Antikorper gewonnen werden, die u. a. nach entsprechender 
Humanisiemng eingesetzt werden. Dabei konnen auch Antikorper-produzierende Zellen aus 
15 geimpften bzw. infizierten Individuen gewonnen werden, die neutralisierende Antikorper 
produzieren, die gegen das erfindungsgemalJe immunoge Konstrukt gerichtet sind, und in Fonn 
monoklonaler Antikorper bei der passiven Immunisierung appliziert werden. 

Bei der passiven Immunisierung erfolgt im Korper des Patienten keine eigene Immunreaktion 
0 bzw. im Wesentlichen keine eigene Immunreaktion auf bestimmte Viren, sondem die Antikdrper 
werden beispielsweise in Forni von Heilseren in den Patienten eingebracht. Passive 
Immunisierung hat im Gegensatz zur aktiven Immunisiemng im Wesentlichen die Aufgabe, eine 
bereits erfolgte Infektion moglichst schnell zu heilen oder aber sofort gegen eine Infektion mit 
Viren zu schiitzen, Dem Fachmann sind beispielsweise aus der passiven Immunisierung gegen 
5 Hepatitis A, Hepatitis B und der FSME verschiedene Impfschemata zur passiven Immunisierung 
bekannt. Derartige Impfschemata konnen durch Routineversuche auf spezifische Viren wie zum 
Beispiel HIV, den Katzenleukamievirus und andere adaptiert werden. Die Antikorper, die zur 
passiven Immunisiemng verwendet werden, konnen bevorzugt monoklonaie Antikorper sein. 

0 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform der Erfindung werden die erfindungsgemaSen 
immunogenen Komponenten bzw. das erfindungsgemaBe pharmazeutische Mittel oder der erfin- 
dungsgemalie Kit zur Diagnose, Prophylaxe, Therapie, Verlaufekontrolle und/oder 
Nachbehandlung von retroviralen Erkrankungen verwendet. 
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Im Folgenden soli die Erfindung anhand von Beispielen naher eriautert werden, ohne auf diese 
Belspiele beschrankt zu seln. 

5 Beispiel 

1. Material und Methoden 

1.1 Kionierung 

10 

Die rekombinanten gp41 Konstrukte wurden auf Basis des HIV-1 Molekularklons pNL4-3 (NIH, 
#114) generiert. Mit spezifischen Primem (Sigma ARK) wurde der codierende Bereich fur die 
Ectodomane mittels PGR amplifiziert. Die codierenden Bereiche der Hybridkonstrukte (im 
Folgenden Hybrid I und II genannt), bestehend aus einem PERV-p15E-Ectodomanen-Ruckgrat 
15 mit eingesetzten HIV-Epitopen, wurden mit Hilfe einer zweistufigen IVlutagenese-PCR generiert 
(27). Der codierende Bereich fur Hybridll basiert auf dem von HybridI, er wurde lediglich auf 
beiden Seiten durch HlV-Sequenzen erweitert. Die codierenden Bereiche fur Konstrukte, die aus 
den Epitopen El und E2 von gp41 (im Folgenden Loop I genannt) von HIV-1 bestehen und durch 
eine kurze Peptidbrucke verbunden sind, wurden durch Hybridisierung von 80mer 

2 0 Oligonucleofiden (Sigma-ARK) und eine Auffullreaktion mittels PGR generiert. Uber eine BamHI- 

Schnittstelle am 5'Ende und eine Xhol-Schnittstelle am 3'Ende des codierenden Stranges wurde 
das PGR-Produkt in die Multiple Gloning Site des Expressionsvektors pGal-n (Stratagene) ligiert. 
Ghemokompetente, codonoptlmierte Ecoli BL21 DE3 (Stratagene) wurden mit diesen 
Konstrukten transfonniert, 

25 DNA von felinen embryonalen Fibroblasten FEA, die FeLV-A produzieren, wurde mit einem 
Qiagen DNA Isolation Kit isoliert. IVlit den spe^schen Primem wurde eine Sequenz, die der 
Ektodomane von p15E entspricht, mittels PGR amplifiziert, dann im pGal-n Vector kloniert und in 
£ coli Bl-21 DE3 exprimiert. Das rekombinante p15E, N-temiinai an das 4 kOa Galmodulin- 
Bindingsprotein (GBP) gekoppet, wurde mittels Affinitatschromatographie gereinigt. 

30 

Rekombinante GBP-Fusionsproteine 
rgp41: 

MGCTSMTLTVQARQLLSDIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIUVE^^ 
IWGGSGKLIGTOVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEK^ 

3 5 ELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIK 



wo 2005/021574 PCT/DE2004/001897 

40 



Hybrid I (HIV-Sequenzen unterstrichen): 

LI TQARQLLSDIVQQQ RI\n"EDLQALEKSVSNLEESLTSLSEWLQNRRGLDLL^^ 
ECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRRE ELDKWASLWNWFN 

5 

Hybrid II (HlV-Sequenzen unterstrichen): 

LI TGASmTVQARQLLSDIVQQQ RIVTEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEVVLQNRRGLDLLFLKKE 
GLCVALKEECGI^DHSGAIRDSMSKLRERLERRRRE ELDKWASLWNWFNITNWLW 

10 Loop I: (HIV-Sequenzen unterstrichen): 

LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS SSPSS NEQELLELDKWASLWNWFDITNWL 

Ektodomane von p15E von FeLV (Aminosaure 476-583): 

LETAQFRQLQMAMHTDIQALEESISALEKSLTSLSEWLQNRRGLDILFLQEGGLCAALKEECCFY 
15 ADHTGLVRDNMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNKSPW 

Primer: 

rigp41 BamHI fw: cgc gga tec atg ggc tgc acg tea atg acg ctg 
20 rgp41 Xhol rev: cac ccg ata etc gag ata cca cag cca att tgt tat g 
Hybrid I BamHI fw: cgc cca tec eta ate aca caa gcg aga cag ctg 
Hybrid I Xhol rev: cac ccg ata etc gag tea gtt gaa cca gtt cca aag 

25 

Hybrid I E1 mut fw: caa gcg aga cag ctg agt gat att gtt cag caa caa ega att gta acg gaa gat etc caa 
gece 

Hybrid I E1 mut rev: ttg ttg ctg aac aat ate act cag cag ctg tet cgc ttg tgt gat tag gga tec acg egg 

30 

Hybrid I E2mut fw: gaa ctg gat aag tgg gcg teg ett tgg aac tgg ttc aac tga gaa tte aga etc cag ggg 
teg act ega gc 

Hybrid I E2mut rev: gtt cca aag cca cgc cca ctt ate cag ttc ttc cet teg acg ect etc taa ect ttc tc 

35 
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Hybrid II BamHI fw: eg gga tec gga gea tea gta aeg etg acg gta eag egg aga caa ta ttg tgt gat ata 

g 

Hybrid II Xhol rev: eg ete gag eta ata cea eag cca att tct tat gtt aaa cca att cca caa act tgc cea tt 

5 

Loop I BamHI fw: ggg gat ecc age ca ttg gag atg teg aac cagtte cac aa gaa gee eat ttg tec agt tee 
age agt tec tgt teg tta gaa gae gga gaa gaa gae a 

Loop I Xhol rev: eeg gat ecc tgg gtg etg etg gtt eta cea tgg gtg etg ett etg tta ccc tga ceg ttc agg ete 
1 0 gte tgc tgc tgt ett ett ete egt ett eta aeg a 

P15E FeLV fw:geg gat ecc ttg aaa eag ecc agt tea gae aa 

p15E FeLV rev:egg aat tee eag ggg gae ttg ttg aac cat ee 

15 

1.2 Expression der rekombinanten Proteine 

Zur Expression wurde 11 37 ""C warmes LB-Amp (LB-Medium mit lOOpg/ml Ampieillin) mit 1 ml 
Vorkultur angelmpft und bei 37 ""C und 225rpm inkubiert. Bel einer optischen Dichte (ODeoo) von 
20 0.5 wurden die Expressionskulturen durch Zugabe von 1 mM (Endkonzentration) IPTG (Sigma) 
fur 4 h induzlert (37 **C und 225rpm). 

1 .3 AufreiniQuna der rekombinanten Proteine 

25 Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll der Firma Stratagene fur die CBP-fusionierten 
Proteine. Die Reinheit der rekombinanten Proteine wurde mittels SDS-PAGE und Westem Blot 
Analyse unter Venwendung des monoklonalen gp41-spezifischen Antikorpers 2F5 bzw. eines 
Serums gegen p15E von FeLV iiberpruft. 

30 1.4 Svnthetische Peptide und Biokoniuaate 

Synthetische Peptide, die den Sequenzen der Epitope El und E2 von HIV entspreehen (El 
(LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS) und E2 (NEQELLELDKWASLWNWFDIT NWL), wurden 
von der Finma Jerini hergestellt und mittels HPLC gereinigt E1 und E2 wurden als freies Antigen 
35 (in Kombination oder einzein) oder an Dextran (MW 6 KDa, Sigma) eingesetzt. Die Herstellung 



wo 2005/021574 PCT/DE2004/001897 

42 



von Dextran-Peptid-Konjugaten erfolgte entweder Qber die direkte Bindung, der Im akHviertem 
Dextran enthaltenen Carboxylgruppen, an primare Amlnogruppen der Peptide (28) oder Qber 
einen heterobifunktionalen Crossllnlter (3-(2-Pyridyldithio)-Propionyi-Hydrazid, PDPH, Pierce), 
der eine zielgerichtete Kopplung Qber die am C- bzw. N-tenninalen Ende der Peptide angefugten 
5 Cysteine ermoglicht (29), Qberiappende synthetische Peptide, die dem gesamfen Env (gp1 20 und 
gp41) von HIV entsprechen, wufden von NIH, USA (HIV-Env-Peptidset abgeleitet vom HiV-1 
Isolat MN, Cat#6451) erhalten. Qberiappende und immobilisierte Peptide, die dem gp41 bzw. 
dem p15E von FeLV netsprechen, wurden von Jerine hergesteilt. 

10 1.5 immunisiemna von Ratten. Zieaen und IVIausen 

Wistar Ratten (BfR, weiblicfi 54-58 Tage ait), Ziegen, Baib/c-IVlause (weibiich, 10-20 g) wurclen 
mit 500|jg-1mg Protein, Peptid oder Peptldl<onjugat in 800^1 PBS/Freund's inl<ompletten 
Aduvant-Gemisch (1:1) immunisiert, 200|jl davon wurden i.m. in jeden Hinterlauf und 400|jl s.c. 
15 im Naclten appiiziert. Jeweiis drei Tiere wurden mit demselben Antigen immunisiert. Die Tiere 
wurden nacii 4 Woclien mit dem gieiclien injeictionsschema und den gleiclien Antigenen 
geboostert 

LSSemmaewinnuna 

20 

Die Biutabnahme der Ratten und Mause eribigte mitteis retrobulbarer Punlctlon, das der Ziegen 
aus der Halsvene. Das Blut wurcle nacti 20 h Lageoing bei 4 "C durc^ Zentrifugation in Serum 
und zellulare Bestandteiie getrennt. Die im Semm entiialtenen Komplementfal<toren wurden 
durch 30 min lni(ubation bei 56 "C inalrtiviert. Das Serum wurde bis zur Venwendung bei -20 °C 
25 geiagert. 

1 .7 EpitopmaDDina 

Das Epitopmapping erfoigte auf einer Pepspot-l\/lembran (Jerini, Beriin), auf der urn 11 
30 Aminosauren Qberiappende Peptide, die der Sequenz von gp41 und p15E von FeLV 
entsprechen, punlctweise au^etragen waren, nach Angaben des Herstellers. 



wo 2005/021574 



PCT/DE2004/001897 



43 

18 ELISA 

Zur Bestimmung der Veranderung der Aviditat des mAb 2F5 wurden 50-100 ng Peptide des N- 
terminalen Bereichs der Ectodomane von gp41 aus einem uberiappend angeordneten HIV-Env- 
Peptidset jeweils in Kombination mit Dp178 oder Peptid P6373 auf Probind ELISA-Platten 
aufgebracht (NUNC). Der mAb 2F5 wurde in einer Verdiinnung von 1:25000 in Anwesenheit von 
0-8M Hamstoff 2 h bei 37 ""C inl^ubiert. Die Detektion erfolgte mitteis eines polyldonalen Ziege- 
anti-Human-Semms (1:2000) konjugiert an Meerettich-Peroxidase (Sigma). Gemessen wurde bei 
einer 00492^60. Alle Werte wurden als Triplikate gemessen. 

1.9 Neutrallsierungsassav 

Urn die Seren auf HlV-neutralisierende Wirkung zu testen, wurden 5x10^ C8166-Zellen (humane 
T-Zelllinie) in 100 |j| RPMI-Medium auf 96welI-Rundbodenplatten ausgesat. Dazu wurden 50 |j1 
15 HIV-IIIB-Stock (entspricht einer TCID50 von 2 x 10^) und 50 |j1 1:4 mit Medium vorverdunntes 
Rattensenjm gegeben. Die Platten wurden fur 65 li bei 37 ''C, 95 % Luflfeuchte und 5 % CO2 
inkubiert. 

Der l\/ledium-Oberstand wurde entfemt und die Zellen wurden durcli dreimaliges Einfrieren und 
20 Auftauen aufgebroclien. Durch Zugabe von Proteinase K (Invltrogen) in 100 jjI 1xPCR-Puffer 
(Roche) und 3 h Inkubation bei 56 ''C wurden storende Proteine von der genomischen DNA 
entfemt. Die Proteinase K wurde durch 30 min Inkubation bei 95 ''C inaktiviert. 

Auf Basis des Zelliysats wurde mit HIV-env-spezifischen Primem und einer env-spezifischen, 
25 Dabcyi-markierten Sonde (TIB MOLBIOL, Berlin) und PCR-Mastemriix (Stratagene) eine 
Realtime-PCR durchgefiihrt. Die lineare serumspezifische Hemmung wurde uber die Formel 2^^ 
ennittelt, wobei Act die Differenz aus ct(lmmunserum) und ct(Praeimmunserum) ist Diese 
linearisierten Werte wurden dann in eine prozentuale Hemmung umgerechnet. Alle Werte wurden 
als Triplikate gemessen. 

3 0 Ein Virusstock des FeLV-A (Glasgow strain) wurde auf uninfizierten FEA-Zellen titriert, der Titer 
betrug lO^-^e TCIDso/ml. Fiir den Neutralisationstest wurden 6000 FEA-Zellen per well einer 96- 
well Microtiter-Platte ausgesat. Praimmunes and Immunsera wurden bei 56*'G fur 30 min 
hitzinaktiviert. 50[jl Virus wurden zu 1:2 Verdunnungen des Serums or gereinigtem 
Immunoglobulin gegeben, bei 37^*0 fur 30 min inkubiert und zu den Zellen addiert. Altemativ 

35 wurde die Serumkonzentration konstant bei 1:5 gehalten, und das Vims wurde verdiinnt. Nach 3 



5 



10 
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Tagen wurden die Zellen aufigebrochen und lysiert (20 mg/ml Proteinase K in PGR buffer, 50 mlVI 
KCI. 1.5 mM IVIgCl2. 10 mlVI Tris-HCL, pH 8.4). Die Zellen wurden bei 56°C fur 3h inlcubiert, 
danach noch 10 min bei 95°C urn die Aktivitat der Proteinase K zu inhibleren. Die 
Provirusintegration wurde mittels PGR quantitaliv erfasst 

5 

2. Ergebnisse 

2.1 Epitopmappinq des HIV-1 neutraiisierenden monoklonalen Antikoroers 2F5 

10 

Der liumane, monoklonale Antikorper (mAb) 2F5 weist ein breites Neutrsdisationsspektrum 
gegenuber Laborstammen und verscliiedenen Primarisolaten auf. Verschiedene Arbeitsgruppen 
konnten zeigen, dass der Antikorper an eine lineare Sequenz (ELDKWA) innerhalb der 
Ectodomane des transmembranen Huliproteins gp41 von HIV-1 bindet. Diese Sequenz ist wenige 
15 Aminosauren N-terminal des Transmembrandurcligangs lokalisiert. Mit Hilfe eines 
Epitopmapplngverfahrens, basierend auf einer Pepspot Membran konnte diese Sequenz als 
Bindungsstelle fiir 2F5 bestatigt warden (Abb.3). 

2.2 Binduna des monoklonalen Antikoroers 2F5 an Dp178 und CBP-rop41 

20 

In Western Blot-Anal^en konnte gezeigt werden, dass der mAb 2F5 besser an die gesamte 
Ectodomane von gp41 bindet als an das 34mer Peptid (Dp178), das das in der Literatur 
beschriebenen Epitop ELDKWA beinhaltet (Abb.4). 

25 2.3 ELISA mit 2F5 auf uberiappenden Peotiden der Ectodomane von ap41 in Kombination mit 
Dpi 78 

Um festzustellen, ob das vollstandige Epitop von 2F5 einen weiteren Anteil im Bereicii der 
Ectodomane von gp41 besitzt, wurden iiberlappende 15mere, die die gesamte Ectodomane ab- 

30 decken, in Kombination mit Dpi 78 auf ELISA-Platten aufgebraclit. 2F5 wurde auf diesen 
Peptidkombinationen in verschiedenen Konzentrationen Hamstoff Inkubiert (Abb. 5). Nur das 
Peptid P6342 bewirkt eIne synerglstische Steigerung der Bindung von 2F5 an Dpi 78. Die 
Verstarkung der Bindung bei holien Konzentration von Hamstoff bei gleiciizeitiger Applikation 
beider Domanen des erfindungsgemafien immunogenen Konstrukles ist die Gaindlage fiir einen 

3 5 Schelltest zum- Nacliweis neutralisierender Antikorper mit Hilfe eine ELISAs. 
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2.4 Bindunq von 2F5 an P6373 und verschiedene vom Peptid 6342 aboeleitete Peptide mit 
Aminosaureaustauschen 

Urn zur testen, inwiewelt Aminos§ureaustausche im Peptid P6342 die gesteigerte Bindung von 
5 2F5 an die Sequenz EUDKWA beeinflussen, wurde das Peptid P6373 (NEQEL LELDKWAS LV\A 
mit abgewandelten Peptiden {P6342 mut 1-5) auf ELISA-Platten aufgebracht und bel einer 
Konzentration von 3M Hamstoff mit 2F5 inkubiert. Abb. 6 zeigt die Auswertung des ELISA nach 
Abzug der Absorption von 2F5 an P6373 allein. Dabei zeigte sicli, dass Aminosaureaustausche 
in mindestens 4 Posltionen des Peptids P6342 die Bindung des monoldonalen Antiltorpers 2F5 
10 vemngem. 

2.5 Stociiiometrie der Peptide P6342 und P6373 bei der Binduno des mAb 2F5 

Urn zu iiberprufen, unter welchen stochiometrischen Verhaltnissen die gesteigerte Bindung von 
15 2F5 an das Peptid P6373 und P6342 beeinflusst wird, wurden unterschiedliclie stochiometrische 
Vertialtnisse von l=>6342 und P6373 im ELiSA aufgebracht und mit 2F5 unter steigenden 
IHamstofn<onzentrationen inltubiert (Abb.7). 

Dabei wurde gezeigt, dass ein 2 : 1 Verhaltnis von P6342 zu P6373 eine deutlich gesteigerte 
2 0 Bindung von 2F5 an ELDKWA bewirlct als ein VerhaHnis von 1 : 1 , was Impliziert. dass ELDKWA 
durch zwel P6342 Peptide besserstabilisiert wird alsdurch eins. 

2.6 Hemmuno der 2F5-vennittelten Viaisneutralisation durcii die Peptide E1 und E2 

25 im Neutralisiemngsassay liemmt die Kombination aus E1 und E2 (auf 25mere verlangerte 
Versionen von P6342 und P6373) die virusneutraiisierende Wirltung von 2F5 besser als E2 
aileine (Abb.8A). 

Daruber hinaus zeigt auch ein stocliiometrisches Verhaltnis von 2 : 1 (E1/E2) eine starkere 
30 Hemmung der neutralisierenden Aktivltat von 2F5 als ein Verhaltnis von 1:1, ahnlich wie im 
ELISA (Abb.8B). 

Diese Daten untennauem die ELISA-Experimente, in denen gezeigt wurde. dass die von 2F5 
erkannte Sequenz ELDKWA durch zwei N-tenninale Sequenzen der Ectodomane von gp41 
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besser stabilisiert wind als nur durch eine und zeigt, dass diese Konformation auch wichtig ist fur 
die Hemmung der Neutralisation. 

2.7 Immunisierunasversuche mit relcombinanten Antioenen und svnthetischen Peotiden 

2.7.1 Gewinnuna und CliaralcterisiemnQ von rel<ombinantem q p41 

Die auf der Basis des NIH-HIV-i\/lolelcularidons pNL4-3 mit den spezifischen Primem 1 und 2 in 
der PGR amplifizierte Sequenz von gp41 wurde iiber die Restril<tionssciinittstellen von BamHI 
und Xiiol in den iiber die gleichen Restril<tionsenzyme geoffneten Vel^tor pCal-n (Stratagene) 
ligiert. Der geschlossene Vei<tor (pCal-n rgp41) wurde in 81^1 Codon Pius (Stratagene) 
transfomiiert und dort IPTG abliangig exprimiert. Die Aminosauresequenz des produzierten 
Fusionsproteins ist unter Abscfinitt 2.1 aufgelistet. Es gelang, diese Sequenz als rekombinantes 
Fusionsprotein zu exprimieren. Allerdings war das Fusionsprotein niclit loslich und vwjrde deshalb 
als Aggregat nach 8M Harnstoffprazipitation zur Entfemung der loslichen bakteriellen Proteine 
verwendet. 

2.7.2 Gewinnuna und Charakterisiemna von re kombinanten Hvbridkonstaikten bestehend aus 
einem PERV-Transmembranptotein-Ruckarat mit einqesetzten HIV-Eoitooen 

Ausgehend vom Vektor pCal-n rp15E, der die Sequenz der Ectodomaine des transmembranen 
Hiillproteins p15E des porcinen endogene Retrovirus PERV-A enthalt (26), wurden mit 
spezifisctien Primem Sequenzen von gp41 von HIV-1 in die PERV-p15E Sequenz eingefOgt und 
dadurcli die entsprechenden Domanen von p15E elinimiert (Substitution). Dazu wurden zwei 
verschiedene Sequenzen von gp41 eingefiigt, am N-tenninalen Ende und am C-tenninalen Ende. 
Aulierdem wurden die jeweilige Substitute in zwei verschiedenen Langen venwendet (Hybrid I 
und Hybrid II). Die entstandenen PCR-Produkte wurden uber die Restriktionsschnittstellen von 
BamHI und Xhol in den uber die gleichen Restriktionsenzyme geoffneten Vektor pCal-n 
(Stratagene) ligiert. Der geschlossene Vektor (pCal-n rgp41) wurde in BL21 Codon Plus 
(Stratagene) transformiert und dort IPTG abhangig exprimiert. Die Aminosauresequenz der 
viralen Anteile (p15E und gp41) der produzierten Fusionsproteine Hybrid I und II sind in Abschnitt 
2.1 aufgelistet. Auch diese Fusionsproteine waren nicht I6slich und wurden deshalb ais Aggregat 
nach 8M Harnstoffprazipitation zur Entfemung der loslichen bakteriellen Proteine venwendet. 
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2.7.3 Gewinnunq und Charakterisieruna von rekombinanten E1-E2 Konstmkten verbunden uber 
eine Peptidbrucke 

Durch Hybridisierung von Oligonucleotide mit anschlieOender PCR-Auffullneaktion wurden die 
5 codierenden Sequenzen fur das Peptid E1 und E2 verbunden durcli den codienenden Bereich fur 
eine funf Aminosauren lange Peptidbrucke liergestellt. Das entstandene PCR-Produkl wurde 
iiber die Restriktionsschnittstellen von BamHI und Xhol in den uber die gleichen 
Restriktionsenzyme geoffheten Vektor pCal-n (Stratagene) ligiert. Der geschlossene Velctor 
(pCal-n rgp41) wurde in BL21 Codon Plus (Stratagene) transfomiiert und dort IPTG abhangig 
10 exprimiert. Die Amincsauresequenz des produzierten Fusionsproteins Loop 1 ist in Abscfinitt 2.1 
aufgelistet. Aucti diese Fusionsproteine waren nicht ioslich und wurden deshalb als Aggregat 
nach 8M Hamsto%razipitation zur Entfemung der losliclien bakteriellen Proteine venwendet. 

2.7.4 Immunisieruna von Ratten und Analyse der Immunseren 

15 

Ratten in Gruppen von mindestens je dtei Tieren wurden mit den gereinigten rekombinanten 
Proteinen, aber aucii mit den synthetisctien Peptiden, die den Domanen E1 und E2 des gp41 von 
HIV-1 enteprechen, immunisiert und geboostert, wie in IVIaterial und Methoden beschrieben. Die 
Immunseren wurden im Western blot und im ELISA auf bindende Antikdrper gegen gp41 
20 untersucht. Die Seren wurden weiterhin im Neutralisationsassay auf neutralisierende Antikdrper 
untersucht. 

Urn die Rattenseren auf vimsneutralisierenden Eigensciiaften zu testen, wurden 5x1 C8166 mit 
2x103 TClDso HIVIIIB in Anwesenheit der Rattenseren infiziert. Abb. 9 zeigt die prozentuale 
25 Hemmung der Virusinfektion umgerechnet aus dem Act der hemmenden Wirkung von 
Praeimmun- und Boostsemm. Als Positivkontrolle wurde die Infektion bei 2,5Mg/ml 2F5 
durctigefiihrt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. 1 zusammengefasst. Obwohl alle Seren im ELISA 
30 und Western blot mit gp41 reagierten, waren nur Seren von einigen Tieren, die entweder beide 
Peptide E1 und El in Kombination (Tiere 02-4), nicht aber einzein (Tiere), von Tieren, die die 
Peptide in Kombination (El und E2) an Dextran 6000 direkt gekoppelt (Tiere R1, R2), von Tieren, 
die die Peptide in Kombination (E1 und E2) an Dextran 6000 mittels eines Linkers gekoppelt 
(Tiere 81-3) und von Tieren, die das Hybrid I und das Hybrid II (p15E von PERV mit 
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substituierten E1 und E2 Domanen unterschiedlicher Lange) {Q4, P2-4, Q1 und U2-3) appliziert 
bekamen, viaisneutralisierend. 

Besonders die Ratten 04 und P4, beide immunisiert mit Hybrid II, und Q3 und S3, immunisiert 
5 mit E1 und E2 Peptiden (frei oder an Dextran gebunden), zeigen bei einer Verdiinnung von 1:16 
ahnlich gute neutralisierende Eigenschaften wie 2,5 jjg/ml mAb 2F5. 

Das rekombinante gP41, das eigentlich als Antigen fur die Immunisiemng nicht geeignet ist, da 
es unldslich vorliegt, war nicht in der Lage, neutralisierende Antikorper hervorzurufen (Gruppe N). 

10 

Diese Ergebnisse zeigen, infi Falle von HIV auf unlangst erhobene Befunde, die zeigten, dass 
nach der Immunisierung der rekombinanten Ectodomane von p15E von PERV (30) 
neutralisierende Antikorper induziert werden konnten, nicht zuruckgegriffen werden kann. Das 
entsprechende Antigen war zum einen nicht loslich, zum anderen induzlerte es, selbst als 

15 unlosliches Aggregat fur die Immunisierung verwendet, keine neutralisierenden Antikorper. Die 
Unfahigkeit neutralisierende Antikorper zu induzieren, kann nicht nur auf die Unioslichkeit 
zuruckgefuhrt werden, da in einer parallelen Studie, in der durch entsprechende Fusionsproteine 
eine Loslichkeit induziert wurde, auch keine neutralisierenden Antikorper hervorgerufen wurden 
(Daten nicht gezeigt). Hinzu kommt, dass das Hybrid II (p15E von PERV mit substituierten E1 

20 und E2 Domanen der langeren Variante) auch nicht loslich war, aber neutralisierende Antikorper 
hervonrief. 
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TabeUel: 



Tiere 


Zahl der 

immunisierten 

Ratten 


Fiir die 

Immunisierung und 
das Boostern 
verwenaete Antigeiie 


Zahl der Tiere mit 

neutralisierenden 

Seren/Zahl der 

immunisierten 

Tiere 

(ACt >2) 


Nl-4 


4 


CBPrgp41 


0/4 


04, 
Pl-4, 

Ql 


6 


Hybrid E 


3/6 


Q2-4 


3 


E1/E2 jfreie Peptide 


2/3 


R1,R2 


2 


El/E2-Dextran 6- 
Konjugate 


1/2 


Sl-3 


3 


E1/E2-PDPH*- 
Dextraii6-Konjugate 


1/3 


S4, 
Tl-2 


3 


El freies Peptid 


0/3 


T3,4, 
Ul 


3 


E2 freies Peptid 


0/3 


U2-4 


3 


Hybrid I 


2/2 


Vl-4, 
Wl-2 


6 


Loop I 


n.t.** 



* 3-(2-Pyridyldithio) Propionyl Hydrazid, ** nicht getestet 
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Legenden: 

Abb. 1 Raumstruktur von gp41 mit dem daruber Iiegenden.gp120 

5 (Zwicketal.2001 (5)). 

Abb. 2 A) Schema der Ectodomane von gp41: Vereinfachte Darstellung von monomerem 
gp41. Hervorgehoben sind das Fusionpeptid am N-Temiinus, die N-tenmipale Helix-Region 
(NHR), der Cystein-Cystein-Loop, die C-tenninale Helix-Region (CHR) und der Transmembran- 
10 durchgang. 

B) Hexamer gp41: Dargestellt sind die NHR und CHR in der Aufeicht. Drei N-Helices sind als 
Trimer bestehend aus drei parallelen a-Helices mit drei auRen liegenden antiparallel 
angeordneten C-Helices. Die wechselwirkenden Aminosauren zwischen den Helices sind 

15 eingetragen. 

C) Klappmechanlsmus von gp41 be! der Infektion. Gp210 gibt nach der Bindung von CD4 
und Korezeptor (CCR5/CXCR4) das damnter liegende gp41 frei. Dieses dringt mit dem Fuslons- 
peptid in die Wirtszellmembran ein. Durch hydrophobe Wechselwirkung klappen die NHR und die 

2 0 CHR zusammen und Ziehen dabei die Wirtszellmembran und die Virusmembran zueinander, was 
zur Fusion beider Membranen fiihrt. 

Abb. 3 Epitopmapping fur den mAb 2F5 mittels Pepspot Membran: 13mere Peptide wurden 
uber einen Acetyl-Linker an eine Nitrozellulosemembran kovalent gebunden. Von Spot zu Spot 

2 5 uberlappen diese Peptide um 1 1 Aminosauren und decken dabei die gesamte Sequenz des gp41 

ab. Der mAb 2F5 wurde in einer Konzentration von 250ng/ml eingesetzt. Das Sekundar- 
antikorperkonjugat (anti-human-POD) wurde 1:5000 einge-setzt. Das Epitop in der Sequenz von 
gp41 ist unterstrichen. 

3 0 Abb. 4 SOS-PAGE (A) und Western Blot (B) von Dp178 (Spur 1) und rekombinant 

exprlmiertem CBP-rgp41 (Spur 2): Obwohi mehr Dpi 78, das der C-Helix der Ectodomane des 
gp41 entspricht, aufgetragen wurde, wird es schiechter im Western Blot detektiert als das 
rekombinante CBP-rgp41, das die gesamte Ectodomane des gp41 beinhaltet. 2F5 wurde im 
Western Blot in einer Konzentration von 500ng/ml eingesetzt. 

35 
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Abb. 5 ELiSA-Untersuchungen zur Bindung des mAb 2F5 mit Dp178 in Kombination mit 
uberlappenden Peptiden der Ectodomane von gp41: Das NIH Peptidset besteht aus 15meren 
Peptiden, die jeweils urn 1 1 Aminosauren iiberiappen und die die gesamte Proteinsequenz des 
Hullproteinkomplexes umfassen. Es wurden alle Peptide in Kombination mit Dp17&getestet, hier 
5 sind nur die Ergebnisse fur 10 Peptide aus dem N-terminalen Bereich der Ectodomane von gp41 
gezeigt. (A) Das Peptid P6342, aber nicht alle anderen, steigert die Bindung von 2F5 an Dpi 78. 
Die Steigemng der 2F5 Bindung erfoigt synergistisch, da der mAb 2F5 das P6342 alleine nicht 
erkennt, und ist auch noch bei 3M und 5M Hamstoff zu erkennen. Das Diagramm zeigt die 
Mittelwerte aus Triplikaten. (B) Sequenz der eingesetzten Peptide. DP107 entsprichtder N-Helix 
1 0 der Ectodomane von gp41 und wurde als Kontrolle mitgefuhrt. 



Abb. 6 Einfluss von Amlnosaureaustauschen im Peptid P6342 auf die gesteigerte Bindung 
von 2F5 an P6373: In der Sequenz von P6342 wurden je zwei aufeinanderfolgende Amino- 
sauren gegen Alanin ausgetausctit. Dabei haben sicli besonders die Austausche im C-tenninalen 
15 Bereich (P6342 mut4 und mut5) als entscheidend schlechter in der synergistischen Steigerung 
der Bindung von 2F5 an P6373 gezeigt. 



20 



P6342: 
P6342 muti: 
P6342 mut2: 
P6342mut3: 
P6342mut4: 
P6342mut5: 



AASVTLTVQARLLLS 
AAAATLTVQARLLLS 
AASVAATVQARLLLS 
AASVTLAAQARLLLS 
AASVTLTVAARLU.S 
AASVTLTVQAAALLS 



25 Abb. 7 ELISA mit varilerenden stocliiometrischen Kombinationen P6342/P6343 bei vier 
verscliiedenen Konzentrationen Hamstoff: Der ELISA zeigt, dass 2F5 besonders gut an ein 
2:1 Verhaltnis von P6342/P6373 bindet. Bn grolierer Oberschuss von P6342 bedeutet kelne 
Steigemng der Bindung, wahrend ein 1 :1 Verhaltnis eine deutlich schwachere Bindung des mAb 
2F5 an die beiden Peptide bewirkt. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus Triplikaten. 

30 

Abb. 8 Reaitime PGR, (A) Inhibierung der 2F5-abhangigen Virusneutralisation durch die 
Peptide E1 und E2. 

Die Grafik zeigt die ct-Werte bei der Verwendung von Zelllysat nach Behandlung mit unter- 
schiedlichen Mengen E1 (LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS) und E2 
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(NEQELLELDKWASLWNWFDIT. NWL) wahrend der Infektion mit HIV. 2F5 wurde in einer 
Konzentration von 2,5 pg/ml eingesetzt. 

(B) Auch im Neutralisierungsassay wirkt ein stochiometrisches Verhaltnis von 2:1 E1/E2 starker 
hemmend auf die vimsneutraiisierende Wirkung als ein 1:1 Veriialtnis. Alle Werte wurden als 
5 Triplikate gemessen. 

Abb. 9 HIV-Neutralisierung durch Rattenseren: Die Saulen zeigen die prozentuale Hemmung 
der HIV-1 IIIB Provirusintegration in C8166 in Anwesenlieit von verscliiedenen Rattenseren bzw. 
2F5. Die Rattenseren wurden 1:4 vorverdunnt. 2F5 wurde in einer Konzentration von 2,5 pg/ml 
10 eingesetzt. Die Umreclinung der ct-Werte in prozentuale Hemmung ist unter 2.9 beschrieben. 

\' 

Abb. 10 Rekombinante von gp41 abgeleitete Konstrukte: A): Von gp41 von HIV-1 wurde ein 
rekombinantes protein abgeleitet, das nur nocli Telle der Exodomane enthalt. (B) Vom 
transmembranen Hullprotein p15E des porcinen endogenen Retrovirus wurde ein rekombinantes 
15 Protein abgeleitet ind in dieses Protein wurden an topographisch identischen Positionen die E1 
und E2 Domanen von gp41 (grau) von HIV-1 eingesetzt (Substitution der entsprechenden 
Epitope von p15E). Verscliieden gro&e El und E2 Domanen wurden gewahlt. 

Abb. 11 Rekombinantes von gp41 abgeleitetes Loop-Protein und freie Peptide sowie 
2 0 Konjugate an ein Tragermolekul 

Die grau gezeichneten El und E2 Domanen wurden {A) als rekombinantes Protein mit einem 
Aminosaurelinker bzw. (B) als freie synthetische Peptide oder gekoppelt an das Tragermaterial 
Dextran hergesteilt. 

25 Abb. 12 Neutrailsierende Antikorper nach Immunlsierung mit der rekombinanten 
Ektodomane von p15E von FeLV 

Ziege 27 wurde mit der rekombinanten Ektodomane immunisiert, das Antisemm hemmte die 
Infektion von FEA-Zellen mit dem felinen Leukamievirus FeLV. Die Infektion wurde mittels PGR 
(Nachweis der Provims-lnfektion gemessen). (A) Titration des Vims mit praimmunem Serum, (B) 
3 0 Titration des Virus mit Immunserum. 

Abb. 13 Epitopmapping von FeLV-neutralisierenden Seren 

Ziegeserum 27, 10 Rattenseren und affinitats-chromatographisch gereinigte Antikorper nach 
Immunisierung mit der rekombinanten Ektodomane von pi 5 von FeLV wurden kartiert wie in Abb. 
35 3 beschrieben, Uberlappende Peptide, die der Ektodomane von pi 5 von FeLV enstprechen, 
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wurden verwendet. IgG: Prot G-gereinigte Antikorper, p15E - p15E-gereinigte Antikorper. Die vier 
wichtigsten Epitop-Domanen sind eingerahmt. 

Abb. 14 Effekt der gemeinsamen Immunisierung mit dem rekombinanten Protein 
5 p15E von FeLV und dem kommerziellen Anti-FeLV-lmpfstoff Leucogen 

Ratten wurden immunisiert mit dem kommerziellen Impfstoff Leucogen (Tiere 56.1, 56.2. 
56.3)oder mit dem kommerziellen Impfetoff Leucogen und dem rekombinanten Protein p15E von 
FelV. Die Neutralisation wurde mittels quantitativer real time PGR gemessen und als Prozent der 
Provims-lntegration dargestellt. Es ist deutlich, dass Seren der Gmppe 54 FeLV (Leucogen und 
10 p1 5E) neutralisieren als Seren der Gmppe 56 (Leucogen) allein. 
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Patentanspruche 

1. Immunogenes Konstrukt umfassend Aminosauresequenzen ausgewahit aus einem viralen 
5 transmembranen Hullprotein, das mindestens iiber einen Membrandurchgang mit der 

Virusmembran assoziiert ist, mindestens eine Fusionsdomane und mindestens zwei alplia- 
helikale Stmkturen umfasst, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Aminosauresequenzen ausgewahit sind 

10 (i) aus einem ersten Bereich des Hullproteins, lokalisiert zwischen dem 

Membrandurchgang und einer ersten alpha-helikalen Struktur sowie 

(ii) aus einem zweiten Bereich, lokalisiert zwischen der Fusionsdomane und einer 

zweiten alpha-helikalen Stmktur 

und/oder 

15 das Konstmkt die die jeweilige Aminosauresequenzen codierende DNA umfasst. 



2. Immunogenes Konstrukt nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzelchnet, dass 

20 die ausgewahlten Aminosauresequenzen ein synthetisches Peptid, ein rekombinantes 

Protein, eine durch eine komespondierende DNA codierende Sequenz fur die jeweilige 
Aminosauresequenz und/oder eine Kombination dieser sind. 

25 3. Immunogenes Konstrukt nach Anspmch 1 oder 2, 
dadurch gekennzelchnet, dass 

die erste alpha-helikale Struktur eine C-tenninale Helix und die zweite alpha-helikale 
Stmktur eine N-temiinaie Helix des Huilprotdlns ist. 



30 

4. 



Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
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dadurch gekennzeichnet, dass 

es. sich bei dem Hullprotein um dasjenige eines Virus ausgewahit aus der Gruppe BIV, 
CEAV, EIAV1, FIV, OMW. SIVmac, SIVcpz, VILV, HIV-1. HIV-2. RSV. ALV, JSRV. SRV. 
GALV, MLV. FeLV, BLV, HTLV-1, HTLV-2. KoRV, SARS-Virus und/oder HPV-1 handelt 



5. Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Hullprotein GP2, gp20, gp21, gp30, gp36, gp37, gp40, gp41, gp45, gp160, p15E, E2. 
10 HA2 und/oder F2 ist. 



6. Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

15 die mindestens zwei Aminosauresequenzen ausgewahit sind aus der Gruppe der N- 

termlnalen und der C-tenninalen Sequenzen mindestens umfassend eine Sequenz gemad 
No 1 bis No 104 und/oder die sie codierende DNA. 



20 7. Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass . 

die Aminosauresequenzen untereinander und/oder die diese codierende DNA verbunden 
Oder assoziiert sind. 

25 

8. Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Aminosauresequenzen und/oder die diese codierende DNA mit Liposomen assoziiert 
sind, insbesondere eingeschlossen und/oder auf einer Liposomenmembran verankert sind. 

30 
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9. Pharmazeutisches Mittel umfassend mindestens eines der immunogenen Konstrukte nach 
einem der Anspriiche 1 bis 8. gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch vertraglichen 
Hilfsstoffen. 



1 0. Pharmazeutisches Mittel nach Anspruch 9, 

zur Verwendung als Immuntherapeutikum oder-prophylaktikum. 



10 11. Pharmazeutisches Mittel nach Anspruch 9 Oder 1 0. 
dadurch gekennzeichnet, dass 

es wenigstens eine weitere immunogene Komponente desselben Virus oder anderer 
Pathogene umfasst, insbesondere ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Bordetella, 
Haemophilus, Borrelia, Pseudomonas, Corynebakterien, Mycobakterien, Streptokokken, 
15 Salmonellen, Pneumokokken, Staphylpkokken und/oder Clostridien. 



1 2. Phamnazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

20 es Zytokine oder deren DNA umfasst. insbesondere lnterleukin-2, 4, 12 und/oder GM-CSF. 

13. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

2 5 mindestens eine Aminosauresequenz an ein Tragersystem geknupft ist. 



14. Phamnazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

30 die Hilfsstoffe oder das Tragersystem aus einem oder mehreren Proteinfragmenten 

bestehen, die durch eine Peptidbindung an das auRere N- oder C-temiinale Ende der 
Aminosauresequenz geknupft sind. 
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15. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Hilfsstoffe oder das Tragersystem ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend 
5 Albumine, KLH und/oder Dextrane. 

1 6. Pliarmazeutisches IVIittel nach einem der Anspruclie 9 bis 1 5, 
dadurcli gekennzeiclinet, dass 

10 es daruber hinaus mindestens ein nicht-spezlfisches Immunadjuvanz umfasst. 



1 7. Aminosauresequenz ausgewahit aus der Gruppe umfassend eine Sequenz gemali SEQ ID 
No 1 bis No 104 und/oder die sie codierende DNA zur Verwendung in der Medizin. 

15 

18. Neutralisierender Antilcorper, fiergestellt durch Immunisierung mit dem immunogenen 
Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 8. 

20 

19. Kit zum Nachweis von Antikorpem umfassend das immunogene Konstrukt nach einem der 
Anspruche 1 bis 8 zur Diagnose, Verlaufs- und/oder Therapiekontrolle viraler 
Erkrankungen. 

25 

20. Kit zum Nachweis von Vimsantigenen umfassend einen neutralisierenden Antikorper nach 
Anspruch 18 zur Diagnose, Verlaufe- und/oder Therapiekontrolle viraler Erkrankungen. 



3 0 21 . Verfahren zur induktion einer Antikdrperantwort, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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das immunogene Konstrukt nach einem, der Anspruche 1 bis 8 und/oder das 
pharmazeutische Mittel nach einem der Anspriiche 9 bis 16 mit einem Organismus in 
Kontalct gebracht werden. 



22. Verfafiren nach Anspaich 21 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das In-Kontakt-Bringen oral, anal, rektal, vaginal, Intravenos, infradennal, subkutan 
und/oder intramuskular durchgefuhrt wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Induktion einer Antikorperantwort prophylaktisch oder therapeutisch erfolgt. 



15 



24. Verfahren nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Antikorper nach Anspruch 18 zur Therapie einer viralen Erkrankung, insbesondere 
2 0 einer retrovlralen Erkrankung, bevorzugt HIV eingesetzt werden. 



25. Verwendung des immunogenen Konstruktes nach einem der Anspruche 1 bis 8, des 
pharmazeutischen Mitteis nach einem der Anspriiche 9 bis 16, mindestens einer 
25 Aminsosauresequenz nach Anspruch 17 und/oder des neutralisierenden Antikorpers nach 

Anspruch 18 zur Diagnose, Prophylaxe, Therapie und/oder Verlaufskontrolle von viralen 
Erkrankungen, insbesondere retroviralen Erkrankungen. 



3 0 26. Verwendung des Kits nach Anspruch 1 9 oder 20 

zur Diagnose und/oder Verlaufskontrolle von viralen Erkrankungen, insbesondere 
retroviralen Erkrankungen. 
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27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die virale Erkrankung ausgewahit ist aus der Gaippe umfassend BIV, CEAV, EIAV1, FIV, 
5 OMW, SIVmac. SIVcpz. VILV. HIV-1, HIV-2. RSV, ALV. JSRV, SRV, GALV, MLV, FeLV, 

BLV, HTLV-1, HTLV.2, KoRV, SARS-Virus und/oder HPV-1, 

28, Verwendung des immunogenen Konstruktes nach einem der Anspruche 1-8 in einem 
1 0 Neutralisationsassay. 



29. Verfahren zur Generierung eines Antikorpers gegen eine retrovirale Erkrankung, 
dadurcli gekennzeichnet, dass 

15 ein Organismus mit dem immunogenen Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 8, dem 

phamnazeutischen M\Wb\ nach einem der Anspruche 9 bis 16, mindestens einer 
Aminsosauresequenz nach Anspruch 17 und/oder dem neutralisierenden Antikorper nach 
Anspruch 18 in Kontakt gebracht werden und so eine humorale Immunantwort durch die 
Bildung von Antikdrpern induziert wird und anschliefiend die Antikorper aus dem 

2 0 Organismus gewonnen werden. 



30. Verfahren zur passiven Immunisierung eines Organismus, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

25 die nach dem Verfahren nach Anspruch 29 gewonnenen Antikorper mit einem Organismus 

in Kontakt gebracht werden. 



31. Immunoassay fur den Nachweis von BIV-, CEAV-, EIAV1-, FIV-, OMW-, SIVmac-, 
30 SIVcpz-, VILV-, H1V-1-, HIV-2-, RSV-. ALV-, JSRV-, SRV-, GALV-, MLV-, FeLV-, BLV-, 

HTLV-1-, HTLV-2-, KoRV, SARS-Vims- und/oder HPV-1 -Antikorpem in einer biologischen 
Probe umfassend 
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a) Beschichten einer festen Phase mit dem immunogenen Konstmkt gemaB einem 
derAnspriichel bis 8; 

b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen Probe; 

c) Inkubieren der festen Phase mit einem anti-humanen Antikorper, der die Klassen 
IgA, IglVI, IgG nachweisen kann, der mit einer nachweisbaren Kennzeichnung 
markiert ist 

und 

d) Nachweis der Kennzeichnung, um die Anwesenheit der bindenden Antikorper 
gegen die genannten Viren in der Probe zu bestimmen. 



32. Immunoassay fur den Nachweis von Virusantigenen in 
einer biologischen Probe umfassend 

a) Beschichten einer festen Phase mit dem neutralisierenden Antikorper gemali 
15 Anspruch 18; 

b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen Probe, 

c) Inkubieren der festen Phase mit einem zweiten, unterschiedlichen vom ersten. 
Antikorper gegen die gesuchten viralen Antigene, der in einem Tier oder einem 
Menschen nach Immunisierung mit dem immunogenen Konstrukt nach einem 

2 0 der Anspruche 1 bis 8 gewonnen wurden 

und 

d) Nachweis des gekoppelten zweiten Antikorpers, um so die Menge des 
gebundenen Antigens zii bestimmen . 
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Referenzliste fur die Aminosauresequenzen 

SEQ ID No 1 QARQLLSDIVQQQ, 

SEQ ID No 2 ELDKWASLWNWFN, 

SEQ ID No 3 GASVTLTVQARQLLSDIVQQQ, 

SEQ ID No 4 ELDKWASLWNWFNITNWLWY, 

SEQ ID No 5 LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS, 

SEQ ID No 6 NEQELLELDKWASLWNWFDITNWL, 

SEQ ID No 7 FLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLS. 

SEQ ID No 8 FLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLS, 

SEQ ID No 9 FLGFLGAAGSTMGAASLTLTVQARQLLS. 

SEQ ID No 10 LLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLS, 

SEQ ID No 11 FLGFLGAAGSTMGAASITLTVQVRQLLS. 

SEQ ID No 12 FLGVLSAAGSTMGAAATALTVQTHTLMK, 

SEQ ID No 13 NEQDLLALDKWASLWNWFDITNWLWYIK, 

SEQ ID No 14 NEQDLLALDKWANLWNWFDISNWLWYIK, 

SEQ ID No 15 NEQDLLALDKWANLWNWFDITNWLWYIR. 

SEQ ID No 16 NEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIK, 

SEQ ID No 17 NEKDLLALDSWQNLWNWFDITNWLWYIK, 

SEQ ID No 18 NEQELLELDKWASLWNWFSITQWLWYIK, 

SEQ ID No 19 NEQELLALDKWASLWNWFDISNWLWYIK, 

SEQ ID No 20 NEQDLULDKWDNLWSWFSITNWLWYIK, 

SEQ ID No 21 NEQDLLALDKWASLWNWFDITKWLWYIK, 

SEQ ID No 22 NEQDLULDKWASLWNWFSITNWLWYIK, 

SEQ ID No 23 NEKKLLELDEWASIWNWLDITKWLWYIK, 

SEQ ID No 24 AVGLAIFLLVLAIMAITSSLVAATTLVNQHTTAKV, 

SEQ ID No 25 SLSDTQDTFGLETSIFDHLVQLFDWTSWKDWIK. 

SEQ ID No 26 GVGLVIMLVIMAIVAAAGASLGVANAIQQSYTKAAVQUAN, 

SEQ ID No 27 AMTQLAEEQARRIPEVWESLKDVFDWSGWFSWLKYI. 

SEQ ID No 28 FGISAIVAAIVAATAIARSATMSYVALTEVNKIMEVQNH, 

SEQ ID No 29 LAQSMITFNTPDSIAQFGKDLWSHIGNWIPGLGASIIKY, 

SEQ ID No 30 SSSYSGTKMACPSNRGILRNWYNPVAGLRQSLEQYQWKQPDYLLVPE, 

SEQ ID No 31 MDIEQNNVQGKIGIQQLQKWEDWVRWIGNIPQYLK. 

SEQ ID No 32 GIGLVIVLAIMAIIAAAGAGLGVANAVQQSSYTRTAVQSLANATAAQQN, 

SEQ ID No 33 QVQIAQRDAQRIPDVWKALQEAFDWSGWFSWLKYIPW, 
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SEQ ID No 34 LGFLGFLATAGSAMGAASLVTAQSRTLLAVIVQQQQQLLDW, 

SEQ ID No 35 EEAQIQQEKNMYELWKLNWWDVFGNWFDLTSWDLTSWIKY, 

SEQ ID No 36 LGALGFLGAAGSTMGAAAVTLTVQARQLLSGIVQQQNNLL. 

SEQ ID No 37 EEAQSQQEKNERDLLELDQWASLWNWFDITKWLWYIK, 

SEQ ID No 38 GIGLVIVLAIMAIIAAAGAGLGVANAVQQSYTRTAVGSLANATAAQQE. 

SEQ ID No 39 EAALQVHIAQRDARRIPDAWKAIQEAFNNWSSWFSWLKY, 

SEQ ID No 40 LGFLGFLATAGSAMGARSLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLL 

SEQ ID No 41 EEAQIQEKNMYELQKLNSWDILGNWFDLISWVKYIQ, 

SEQ ID No 42 WGPTARIFASILAPGVAAAQALREIERLACWSVKQANLTTSLL. 

SEQ ID No 43 KFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLRGIFGGIGEWAVH.. 

SEQ ID No 44 SVSHLSSDCNDEVQLWSVTARIFASFFAOGVAAQALKEIERU. 

SEQ ID No 45 ALQAMKEHTEKIRVEDDOIGDWFTRTFGGLGGWUK, 

SEQ ID No 46 GLSLIILGIVSLITLIATAVTACCSLAQSIQAAHTVDLSSQNVTKVMGT, 

SEQ ID No 47 lENSPKATLNIADTVDNFLQNLFSNFPSLHSLNKTL, 

SEQ ID No 48 AVTLIPLLVGLGVSTAVATGTAGLGVAVQSYTKLSHQLINDVQALSSTI. 

SEQ ID No 49 KIKNLQEDLEKRRKALADNLFLTGLNGLLPYLLP, 

SEQ ID No 50 AIQFIPLVIGLGITTAVSTGTAGLGVSLTWYTKLSHQLISDBQAISSTI. 

SEQ ID No 51 KIKNLQDDLEKRRKQLIDNPFWTGFHLLPYVMPL, 

SEQ ID No 52 DPVSLTVALLLGGLTMGSLAAGIGTGTAALIETNQFKQLQ, 

SEQ ID No 53 SMAKLRERFKQRQKLFESQQGQFEGWYNKSPWETT. 

SEQ ID No 54 AVSLTLAVLLGLGITAGIGGSTALIKGPIDLQQGLTSLQIAIDAD, 

SEQ ID No 55 SMKKLKEKLDKRQLERQDSQNWYEGWFNNWPWFTT, 

SEQ ID No 56 EPVSLTLALLLGGLTMGGIAGVGTGTTALVATQQFQQLQAAMHD, 

SEQ ID No 57 SMAKLRERLSQRQKLFESQQGWFEGLFNKSPWFTT, 

SEQ ID No 58 EPISLTVALMLGLTVGGIAAGCGTGTKALLEAQFLQLQMQMHTD, 

SEQ ID No 59 NMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNRSPWFTT. 

SEQ ID No 60 SPVAALTLGLALSVGLTGINVAVSALSHQRLTSLIHVLEQDQQ. 

SEQ ID No 61 PLSQRVSTDWQWPWNWDLGLTAWVRET, 

SEQ ID No 62 AVPVAWLVSALAMGAGVAGGITGSMSLASGKSLLHEV. 

SEQ ID No 63 PILQERPPLENRVLTGWGLNWDLGLSQWAREALQ, 

SEQ ID No 64 AVPIAVWSVSALAAGTGIAGGVTGSLSLASSKSLLLEVD, 

SEQ ID No 65 SVLQERPPLEKRVITGWGLNWDLGLSQWAREALQ. 

SEQ ID No 66 FPNINENTAYSGENENDCDAELRIWSVQEDDLAAGLSWIPFFGPGI. 

SEQ ID No 67 KNISEQIDQIKKDEQKIGRGWGLGGKWWTSDWG, 

SEQ ID No 68 LITGGRRTRREAIVNAQPKCNPNLHYWTQDEGAAIGLAWIPYFGPAA. 
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SEQ 


ID 


No 69 


SEQ 


ID 


No 70 


SEQ 


ID 


No 71 


SEQ 


ID 


No 72 


SEQ 


ID 


No 73 


SEQ 


ID 


No 74 


SEQ 


ID 


No 75 


SEQ 


ID 


No 76 


SEQ 


ID 


No 77 


SEQ 


ID 


No 78 


SEQ 


ID 


No 79 


SEQ 


ID 


No 80 


SEQ 


ID 


No 81 


SEQ 


ID 


No 82 



LITQARQLLSDIVQQQRINn-EDLQALEKSVSNLEESLTSLSEWLQNRRGLDLLFLKKEGLC 

VALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRREELDkWASLWNWFN 
SEQ ID No 83 

LITGASVTLTVQARQLLSDIVQQQRIVTEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEWLQNRRGLDLL 

FLKKEGLCVALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRREELDKWASLWNWFNITNW 
LWY 

SEQ ID No 84 LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLSSSPSSNEQELLELDKWASLWNWFDITNWL 
SEQ ID No 85 

MGCTSMTLTVQARQLLSDIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ 
QLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQ 
NQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIK 

SEQ ID No 86 AASVTLTVQARLLLS 

SEQ ID No 87 AAAATLTVQARLLLS 

SEQ ID No 88 AASVAATVQARLLLS 

SEQ ID No 89 AASVTLAAQARLLLS 

SEQ ID No 90 AASVTLTVAARLLLS 

SEQ ID No 91 AASVTLTVQAAALLS' 

SEQ ID No 92 LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS 

SEQ ID No 93 NEQELLELDKWASLWNWFDITNWL 

SEQ ID No 94 FLGFLGAAGSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQ 
SEQ ID No 95 FLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL 
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SEQ ID No 96 FLGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHML 
SEQ ID No 97 SQNQQEKNEQELLELDKWAGLWSWFSITNWLWY 
SEQ ID No 98 SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWY 
SEQ ID No 99 SQTQQEKNEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWY 
5 Seq ID No 100 

LETAQFRQLQMAMHTDIQALEESISALEKSLTSLSEWLQNRRGLDILFLQEGGLCAALKE 
ECCFYADHTGLVRDNMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNKSPW 
Seq ID No 101 TAALITGPQQLEKGLSNLHRIVTEDLQALEKSVSNL 
Seq ID No 102 DHSGAIRDSMSKLRERLERRRREREADQGWFEGWFNR 
1 0 Seq ID No 103 TALIKGPIDLQQGLTSLQIAMDTDLRALQDSISKLED 
Seq ID No 104 SMRRLKERLDKRQLEHQKNLSWYEGWFNRSPWLTT 
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